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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
A-P   aneteriorno – posteriorno (ang. anterior – posterior) 
AP-1   aktivatorski protein 1 (ang. activator protein 1) 
ATRA  vse trans retinoične kisline (ang. all-trans retinoic acid) 
BMP   proteini kostne morfogeneze (ang. bone morphogenetic proteins) 
CRABP  celični vezavni protein retinojske kisline (ang. cellular retinoic acid-binding 
protein)  
CRBP   retinol-vezavni celični protein (ang. cellular retinol-binding protein)  
CYP26A1  citokrom P450 družina 26 poddružina A član 1 (ang. cytochrome P450 family 
26 subfamily A member 1) 
CYP26B1  citokrom P450 družina 26 poddružina B član 1 (ang. cytochrome P450 family 
26 subfamily B member 1) 
FGF   fibroblastni faktorji rasti (ang. fibroblast growth factors) 
GRIP1  protein, ki medsebojno deluje z glutamatnim receptorjem 1 (ang. glutamate 
receptor-interacting protein 1) 
HAT   histonska acetiltransferaza (ang. histone acetyltransferase) 
HDAC  histonska deacetilaza (ang. histone deacetylase) 
HOX   homeoboks-geni (ang. homeobox genes) 
LRAT   lecitin-retinol acil transferaza (ang. lecithin retinol acyltransferase) 
NcoR   korepresor jedrnega receptorja (ang. nuclear receptor corepressor) 
Nodal  nodal rastni diferencijacijski faktor (ang. nodal growth differentiation factor) 
PPAR  receptorji za aktivacijo proliferacije peroksisomov (ang. peroxisome 
proliferator-activated receptors) 
RA  retinojska kislina (ang. retinoic acid)  
RALDH  retinaldehid dehidrogenaza (ang. retinaldehyde dehydrogenase) 
RAR  receptorji retinojnske kisline (ang. retinoic acid receptor) 
RARE  odzivn element za retinojsko kislino (ang. retinoic acid response element) 
RXRE  odzivn element za retinoidne X- receptorje (ang. retinoid X receptor response 
element) 
RBP   retinol-vezavni protein  (ang. retinol-binding protein) 
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RDH10  retinol dehidrogeneza 10 (ang. retinol dehydrogenase 10) 
ROL   retinol (ang. retinol)  
RXR    retinoidni receptorji X (ang. retinoid X receptor) 
Shh   protein sonic hedgehog (ang. sonic hedgehog) 
SMRT  mediator utišanja retinojske kisline in receptorja za hormon ščitnice (ang. 
silencing mediator of retinoic acid and thyroid hormone receptor) 
SRC-1  koaktivator steroidnega receptorja 1 (ang. steroid receptor coactivator 1) 
STRA 6  protein stimuliran z retinojsko kislino 6 (ang. stimulated by retinoic acid 6) 
TTR   transtiretin (ang. transthyretin) 
VDR  receptor vitamina D (ang. vitamin D receptor) 
Wnt   wingless integracijsko mesto (ang. wingless-related integration site) 
ZPA   območje polarizirajoče aktivnosti (ang. zone of polarizing activity) 
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SLOVARČEK 
 
Anomalija – nepravilnost, odklon od normalnega, zlasti kot posledica motenega razvoja. 
 
Anoftalmija - prirojena motnja pri kateri se zrklo ne razvije. Lahko se pojavi pri enem ali 
obeh očesih. 
 
Eksencefalija – prirojena motnja pri kateri gre za popolno ali delno odsotnosti lobanjske 
strehe in posledično izpostavljenost možganov. 
 
Hidrocefalus - vodenica možganov zaradi povečane količine cerebrospinalne tekočine v 
možganskih ventriklih. 
 
Holoprozencefalija - prirojena motnja pri kateri ne pride do razdelitve embrionalnega 
prozencefalona in posledično do motenj razvoja velikih možganov, lobanje in obraznega 
dela.  
 
Kiklopija – prirojena motnja, ki privede do razvoja enega očesa na sredini glave oziroma 
čela.  
 
Kolobom - defekt ali odsotnost očesnega tkiva, običajno zaradi razvojne napake.  
 
Malformacija – tip nepravilnosti, ki nastanejo med razvojem neke strukture, npr. med 
organogenezo. Posledica tega je lahko delna ali popolna odsotnost neke strukture, lahko tudi 
sprememba v delovanju. 
 
Mikrocefalija - nenormalna majhnost glave, najpogosteje zaradi motenega razvoja 
možganov. 
 
Mikroftalmija - razvojna anomalija, pri kateri sta zrkli nenormalno majhni. 
 
Morfogen - je snov, katere neenakomerna porazdelitev ureja vzorec razvoja tkiv v procesu 
morfogeneze, ki je eden temelnjih procesov razvojne biologije. Oziroma bolj specifično, 
morfogen je signalna molekula, ki deluje neposredno na celice, da ustvari specifične odzive 
v odvisnoti od njegove lokalne koncentracije. 
 
Teratogen – genetski dejavniki ali pa dejavniki iz okolja (kemične snovi, patogeni mikrobi, 
ionizirajoče sevanje), ki povzročajo razvojne nepravilnosti ali malformacije. 
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Teratogenost - je lastnost neke snovi oziroma drugega dejavnika (npr. ionizirajoča sevanja), 
da povzroča strukturne, funkcijske, presnovne in vedenjske nepravilnosti pri zarodku 
oziroma plodu. 
 
Signaliziranje RA -  molekularni mehanizem, s katerim celica zazna in se odzove na dražljaje 
RA. 
 
Spina bifida - stanje, pri katerem je zadnji del hrbtenice nezaraščen, posledično je (pri težjih 
oblikah) izpostavljen hrbtni mozeg in možganske ovojnice. 
 
Srčna bifida -  ločeni zasnovi miokardnih celic se ne združita v enotno osrednjo srčno cev, 
kar ima za posledico prisotnost dveh neodvisnih src. 
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1 UVOD 
 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
 
Retinojska kislina (RA) je metabolit vitamina A in majhna lipofilna molekula, ki prehaja 
skozi celične membrane in deluje kot signalna molekula za jedrne receptorje RA (RARs) ter 
regulira transkripcijo specifičnih tarčnih genov (Degitz in sod., 2003; Gilbert in Baressi, 
2016). Vloga RA med razvojem zarodka je bila proučevana na različnih vretenčarskih 
modelnih organizmih, kot so riba cebrica (Danio rerio), žaba krempljarka (Xenopus laevis), 
piščančji in prepeličji zarodek ter mišji zarodek (Holder in Hill, 1991; Sive in sod., 2000; 
Mark in sod., 2005). Raziskave so razkrile večnivojsko vlogo RA, saj je vključena v mnoge 
procese med razvojem zarodka, kot so pravilna vzpostavitev telesnih osi, celična 
diferenciacija, proliferacija in apoptoza. RA je pomembna za pravilen razvoj centralnega 
živčnega sistema v kranio-kavdalni smeri, regulira nevrogenezo in razvoj okončin ter je 
vključena v morfogenezo večine notranjih organov (Degitz in sod., 2003; Niederreither in 
Dollé, 2008; Kam in sod., 2012).   
 
RA izloča le manjši delež celic zarodka in učinkuje le na manjšem območju (Gilbert in 
Baressi, 2016). Pri normalnem razvoju se oblikuje gradient RA v osrednjem delu anteriorno-
posteriorne osi (A-P os) zarodka, ki je višji v posteriorni regiji (Iulianella in sod., 1999; 
Niederreither in Dollé, 2008; Gilbert in Baressi, 2016). RA informira celice o njihovi poziciji 
vzdolž A-P osi. Čeprav je RA ključna za normalen razvoj zarodka, lahko deluje kot 
teratogen, če je njena koncentracija višja od običajne ali če je prisotna ob neustrezni fazi 
embrionalnega razvoja (Morriss-Kay in sod., 1994; Gilbert in Baressi, 2016). Eksogena RA 
vpliva na vzpostavljeni gradient vzdolž A-P osi zarodka in na RA se odzovejo celice, ki se 
sicer ne bi odzvale. Spremeni se izražanje genov Hox in posledično razvoj regij v A-P osi 
(Kam in sod., 2012). RA deluje tudi inhibitorno na proliferacijo in migracijo celic nevralnega 
grebena (Kam in sod., 2012). Stopnja izraženih razvojnih nepravilnosti je odvisna od 
koncentracije eksogene RA in razvojnega stadija zarodka ob izpostavitvi teratogenu 
(Morriss-Kay in sod., 1994; Gilbert in Baressi, 2016).  
 
V magistrski nalogi smo raziskali učinek eksogene RA na razvoj zarodkov španskega pupka 
(Pleurodeles waltl), ki je pomemben laboratorijski modelni organizem za raziskave v 
razvojni biologiji in regenerativni medicini. Njegov embrionalni in postembrionalni razvoj 
je že natančno opisan (Shi in Boucaut, 1995). Za raziskave genetskega ozadja njegove 
izjemne sposobnosti regeneracije je bil nedavno sekvenciran njegov genom in transkriptom 
(Elewa in sod., 2017). Znano je, da španski pupek in ostali repatci lahko regenerirajo 
amputirane okončine, poškodovano srce, možgane in nekatere druge organe, kot so 
hrbtenjača, mrežnica, leča, čeljusti, itd. Je eden prvih repatcev, pri katerih so v vesolju 
preučevali vpliv mikrogravitacije na embrionalni razvoj (Gualandris-Parisot in sod., 2001). 
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Španski pupek je endemit centralnega in južnega dela Iberskega polotoka ter Maroka. Na 
seznamu IUCN je kategoriziran kot ogrožena vrsta. Uspešno pa ga gojijo in razmnožujejo v 
laboratorijih po svetu (Joven in sod., 2015), tudi na Oddelku za biologijo, BF, UNI v 
Ljubljani. 
 
1.2 NAMEN DELA 
 
Namen magistrskega dela je opisati fenotipske spremembe zarodkov španskega pupka 
Pleurodeles waltl ob izpostavitvi retinojski kislini in rezultate primerjati z dostopnimi 
rezultati za vretenčarske modelne organizme. 
 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
 
Predvidevamo, da bo stopnja izražanja nepravilnosti odvisna od koncentracije RA, od 
razvojnega stadija zarodka ob izpostavitvi teratogenu in dolžine izpostavitve RA. Učinek 
eksogene RA pa bo podoben učinkom, ki so bili opisani pri ostalih vretenčarskih modelnih 
organizmih. 
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2 PREGLED OBJAV  
 
2.1 RETINOJSKA KISLINA 
 
Retinojska kislina (RA) ali T-retinoin je kislinska oblika vitamina A, z molekulsko formulo 
C20H2802. RA je rumen do svetlo oranžen kristalni prah, topljiv v hidrofobnih topilih, 
nestabilen v raztopini z oksidanti in skoraj netopen v vodi (Zanotti in sod., 1995). RA je 
glavni derivat vitamina A in je endogena molekula pri zarodkih in odraslih vretenčarjih, ki 
se veže na receptorje v jedrni membrani. Eden od mehanizmov njenega delovanja je 
regulacija transkripcije genov. Receptorji, na katere se veže RA, so receptorji retinojnske 
kisline (RARs) in retinoidni  receptorji X (RXRs) (Ross in sod., 2000; Maden in Hind, 2003; 
Das in sod., 2014). 
 
2.1.1 Vitamin A 
 
Vitamin A ima pomembno vlogo v fizioloških procesih odraslega organizma, kot so vid, 
reprodukcija, imunske funkcije, diferenciacija in vzdrževanje epitelnih tkiv, prav tako je 
pomemben morfogen med embrionalnim razvojem. Njegovo pomanjkanje v odraslem 
obdobju lahko sproži niz sprememb, kot so izguba vida, nočna slepota, atrofija testisov, 
skrajšanje in odebelitev kosti ter oslabitev imunskega sistema, hkrati pa lahko njegov 
presežek deluje teratogeno med razvojem zarodka (Doldo in sod., 2015). Vitamin A se več 
kot tisoč let uporablja za zdravljenje nekaterih bolezni oči kot npr. nočna slepota. Prvi so ga 
uporabljali Egipčani, zatem Stari Grki (Hipokrat), nato pa tudi Kitajci. Bolnike z nočno 
slepoto so zdravili z dieto z jetri. Jetra, v katerih se skladišči višek vitamina A, so bila 
najboljši vir vitamina A v času, ko še ni bilo pripravkov farmacevtske industrije (Bushue in 
Wan, 2010).  
 
Vitamin A ali retinol (ROL) je lipofilna molekula, ki jo dobimo s prehrano v obliki ß-
karotena iz rastlin ali retinolnega estra živalskega porekla. Takšna molekula gre z difuzijo 
skozi celične membrane in je zato pomemben morfogen v embrionalnem obdobju pri 
vretenčarjih (Maden in Hind, 2003; Niederreither in Dollé, 2008; Das in sod., 2014). 
 
2.1.2 Retinoidi 
 
Retinoidi zajemajo skupino spojin, ki so derivat vitamina A (Iulianella in sod., 1999). 
Osnovna struktura retinoida je sestavljena iz hidrofobnega trimetilnega cikloheksanskega 
obroča, konjugirane tetraenske stranske verige (služi kot vezna enota) in polarne 
funkcionalne skupine ogljik-kisik (večinoma karboksilne kisline) (Das in sod., 2014). 
Konjugirana postavitev je formirana iz izmenskih dvojnih ogljikovih vezi v polienski bočni 
4 
Naiaretto S. Teratogeni učinki retinojske kisline na razvoj zarodkov španskega pupka (Pleurodeles waltl). 
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020 
 
 
verigi (Slika 1). Polienska veriga je odgovorna za barvo retinoida (rumena, oranžna ali rdeča) 
(Barua in Furr, 1998).  
 
Slika 1: Osnovna struktura retinoida (Das in sod., 2014). 
Retinoidi so zaradi konjugirane dvojne vezi nestabilni in ob prisotnosti oksidanta, svetlobe 
ali previsoke toplote oksidirajo in/ali izomerizirajo (Das in sod., 2014).  
 
Metabolit 4-okso-retinojska kislina je pomembna za določitev telesne osi embria med 
embriogenezo, RA in drugi metaboliti RA (npr. 9-cis- retinoic acid) pa imata specifično 
funkcijo pri kontroli rasti in diferenciaciji celic (Pijnappel in sod., 1993). Retinoidi se že 
dolgo uporabljajo v medicini za zdravljenje različnih dermatoloških (akne, luskavica, 
fotostaranje) in rakavih obolenj, vključno z levkemijo (Bushue in Wan, 2010). Dolgotrajna 
uporaba retinoidov in njihov povišan vnos v organizem lahko vodijo do toksičnih učinkov 
(Bushue in Wan, 2010).  
  
2.1.3 Mehanizem nastanka RA v telesu 
 
Za nastanek RA v telesu je potrebna biokemijska pretvorba karotenoidov ali drugih 
retinoidov. RA sodeluje v širokem spektru bioloških procesov kot so razvoj, diferenciacija, 
proliferacija in apoptoza, tako pri odraslem organizmu, kot tudi pri embriju. Biološka 
pretvorba retinoidov se prične v črevesju in nadaljuje v jetrih (Slika 2) (Harrison, 2012). 
Podporo temu nudijo različni celični vezavni proteini, kot so retinol vezavni proteini (CRBP 
in RBP), in celični vezavni protein retinojske kisline (CRABP) (Das in sod., 2014). CRABP 
lahko najdemo v dveh izoformah, CRABP-I in CRABP-II. Obe CRABP izoformi sta široko 
izraženi v zarodku (Dong in sod., 1999). Karotenoidi se le delno absorbirajo v črevesu, v 
enterocitih se delno pretvorijo v retinol, ki se veže na celične proteine CRBP-II (Dong in 
sod., 1999). S tem se prepreči oksidacija retinola v RA. Estri retinala, ki so živalskega 
porekla, pred absorpcijo v lumnu črevesja hidrolizirajo do retinola (Kedishvili, 2016). Ta 
retinol v enterocitih vstopa v reakcijo z maščobnimi kislinami, pri čemer nastajajo estri 
retinola. Večina retinolnih estrov se vgrajuje v hilomikrone, ki prehajajo v limfne žile, nato 
v kri, kjer se odstrani triglicerol s pomočjo lipoprotein lipaze. Hepatociti z endocitozo 
absorbirajo skoraj vse estre retinola, ki so preko hilomikronov prešli v krvni obtok (Harrison, 
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2012). V hepatocitih so estri retinola podvrženi hitri hidrolizi do retinola, nesterificirani 
retinol pa se transportira v podporne celice Ito v jetrih. Proces pretvorbe retinola se ponovi 
ob prisotnosti lecitin-retinol acil transferaze (LRAT-a) (Senoo in sod., 2010). Jetrne celice 
Ito skladiščijo vitamin A predvsem v obliki retinol palmitata, prosti retinol pa se veže s 
proteinom RBP, v kri pa se sprošča kompleks retinol RBP (Slika 2). Del tega kompleksa se 
v krvi reverzibilno veže s proteinom plazme transtiretinom (TTR), ki preprečuje izločanje 
retinola preko ledvic. Odcepljanje vitamina A v plazmi in njegov vnos v tarčno celico 
sprožita vezavo kompleksa RBP-TRR-retinol na membranski receptor STRA6 (protein 
stimuliran z retinojsko kislino 6) (Slika 2) (Perusek in Maeda, 2013). Del kompleksa, ki se 
ni vezal na retinol-RBP, uporabijo različne celice v telesu s pomočjo svojih receptorjev na 
celični membrani. Prosti retinol v tarčnih celicah, se poveže s CRBP ali pa je podvržen 
oksidaciji v retinal-aldehid s pomočjo retinol hidrogeneze 10 (RDH10) (Strate in sod., 2009). 
Retinaldehid dehidrogenaza (RALDH) omogoča postopno pretvorbo retinola v RA. 
CRABP-II, se poveže z retinojsko kislino in jo prenese iz citosola v jedro (Strate in sod., 
2009). V jedru se na receptorske proteine RAR in RXR veže neposredno z interakcijo 
protein-protein. Receptorski proteini z vezano RA pa delujejo kot transkripcijski faktorji, ki 
se vežejo na ustrezne odzivne elemente na DNA in tako omogočijo ekspresijo od RA 
odvisnih genov. CRABP-II sodeluje pri povečani transkripcijski aktivnosti in dovzetnosti 
celic za biološko aktivnost RA (Das in sod., 2014).  
 
Slika 2: Metabolizem vitamina A. Slika prikazuje metabolizem karotenoidov in retinoidov v lumnu črevesa, 
njihovo absorpcijo, prenos retinil estra v jetra preko limfnega sistema in retinola po krvnem obtoku do tarčnih 
celic (Perusek in Maeda, 2013).  
 
2.1.4 Mehanizem teratogenega delovanja RA med razvojem zarodka 
 
Pri zarodku so proteini CRABP-I v citoplazmi celic, proteini RAR in RXR pa v jedru 
(Tzimas in Nau, 2001). CRABP-I so eni od proteinov CRABP ki vežejo RA in preprečijo 
njen vstop v jedro. CRBP-I (celični vezavni proteini I) veže retinol matere iz rumenjakove 
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vrečke in ga prenaša v tkiva zarodka, kjer se nato pretvori v RA (Napoli, 2016). Če je v 
celicah protein CRABP-I se ta poveže z RA, kar vodi v razgradnjo RA do neaktivnih 
metabolitov, posledično pa v jedro vstopi zelo malo ali celo nič RA, kar onemogoči ekpresijo 
z RA uravnanih genov. Če pa v celicah ni proteina CRABP-I lahko prosta RA, ki je v 
citoplazmi, vstopa v jedro in se veže z receptorji RAR ali RXR, kar vodi do aktivacije 
specifičnih genov.  
 
Proteina RAR in CRABP-I sta zastopana v kranialnih celicah nevralnega grebena in v 
zadnjem delu možganov. Vezava in razgradnja RA s pomočjo CRABP-I omogoča titriranje 
oziroma nevtralizacijo (prevelike količine) eksogene RA, tako, da se ne more vezati na jedrni 
receptor RAR in delovati kot teratogen. Obstaja več mehanizmov njihovega delovanja, 
predvsem pa sta ključna dva mehanizma: i) mehanizem, ki vodi do sprememb, ki se odražajo 
kot homeotske transformacije; anteriorne strukture pri tej transformaciji postanejo bolj 
posteriorne strukture, ii) mehanizem, ki preprečuje aktivacijo transkripcijskega faktorja AP-
1, ki je pomemben za aktivacijo delitve celic. Če je AP-1 inhibiran, se celice ne delijo 
(Tzimas in Nau, 2001; Gilbert in Barresi, 2016; Napoli, 2016).  
 
2.1.5 Retinoidni receptorji 
 
Receptorji RAR delujejo v heterodimernih kombinacijah s katerim koli od receptorjev RXR. 
RXR so heterodimerni partnerji za različne jedrne receptorje, vključno s hormonom ščitnice 
(TR), receptorjem za vitamin D (VDR) in receptorji za aktivacijo proliferacije peroksisomov 
(PPAR) (Niederreither in Dollé, 2008). Pri človeku, miših in podganah vsak od njih sestoji 
iz 3 delov: α, β in γ, od katerih ima vsak del dve glavni N-terminalni izoformni različici. 
Med seboj se razlikujejo v vzorcih ekspresije in sposobnosti transaktivacije. RARα in RARγ 
imata po dve (RARα1-2, RARγ1-2), RARß pa ima pet izoformnih oblikik (RARß1-4 in 
RARß 1'). Podtipi receptorja RXR imajo dve izoformni obliki (Niederreither in Dollé, 2008; 
Das in sod., 2014). Pri pupkih najdemo RARα in RARγ (Maden in Hind, 2003). Do 2011 so 
domnevali, da pupki nimajo RARβ, vendar so kasneje uspeli klonirati celokupno RARβ-
cDNA iz tkiva centralnega živčnega sistema odraslih pupkov (Carter in sod., 2011). Kot smo 
že omenili, delujejo receptorji RAR in RXR kot heterodimeri in lahko regulirajo gensko 
ekspresijo z vezanjem na RAREs (odzivn element za retinojsko kislino) in RXREs (odzivn 
element za retinoidne X- receptorje) v regulatorni regiji tarčnih genov (Ross in sod., 2000; 
Maden in Hind, 2003). Na RAR-receptorje se vežejo vsi trans RA naravni ligandi, medtem 
ko se 9-cis-RA lahko veže na obe družini receptorjev, vendar se najpogosteje veže na RXR 
(Ross in sod., 2000). 
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2.1.6 Regulacija prepisovanja genov  
 
RAR-RXR-heterodimeri z vezavo na posebna zaporedja DNA, imenovana odzivni elementi 
(response elements) povezani z RA (RAREs) v promotorskih regijah sprožijo transkripcijo 
tarčnih genov in sočasno delujejo na številne signalne poti (Niederreither in Dollé, 2008). V 
odsotnosti liganda RA, so na heterodimere RAR-RXR vezani korepresori ali proteini 
(Altucci in Gronemeyer, 2001). Pomembna korepresorja sta NcoR (korepresor jedrnega 
receptorja) in  SMRT (mediator utišanja retinojske kisline in receptorja za hormon ščitnice), 
ki rekrutirata metil-transferazne in histon deacetilazne komplekse k regulatorni regiji in s 
tem onemogočita transkripcijo. V korepresorskem kompleksu so torej poleg NcoR in SMRT 
tudi eden ali več proteinov s histon deacetilazno aktivnostjo (HDAC). Posledica deacetilacije 
histonskih proteinov pa je epigenetsko utišanje genov (Niederreither in Dollé, 2008; Tang in 
Gudas, 2011). Ob vezavi liganida, kot je RA na heterodimer RAR-RXR, pride do 
konformacijske spremembe, ki omogoča vezanje koaktivatorja, oziroma sproščanje 
korepresorja. Koaktivatorja sta SRC-1 in GRIP-1 ter proteini, z histon acetiltransferazno 
aktivnostjo (HAT), ki omogočijo dekondenzacijo regulatorne regije in s tem vezavo 
RAR/RXR na odzivni element RARE ter posledično aktivacijo transkripcije tarčnih genov 
(Niederreither in Dollé, 2008; Tang in Gudas, 2011; Das in sod., 2014). 
 
2.2 RETINOJSKA KISLINA MED RAZVOJEM ZARODKA 
 
2.2.1 Učinek RA na razvoj pri vretenčarjih  
 
RA ima pomembno regulatorno vlogo med razvojem zarodka, zaradi česar je bila leta 1987 
razglašena kot morfogen (Piersma in sod., 2017). Potrebna je za normalno rast, razvoj 
zarodka in organogenezo. RA je najaktivnejša biološka učinkovina med retinoidi. Razvojne 
motnje povzroči tako povišena, kot prenizka koncentracija RA (Pan in Baker, 2007). Embrio 
tekom razvoja presnavlja RA iz materinega vitamina A. Študije so pokazale, da se RA 
sintetizira že v zgodnji gastruli (Grandel in sod., 2002). Vloga RA je opažena tudi pred 
organogenezo in je odgovorna za strukturiranje nevralne plošče v osi A-P. Pri cebricah je 
RA-signalizacija pomembna za pravilen razvoj zadnjih možganov in brstov za okončine v 
fazi predsegmantacije. Pomembna je za pravilno izražanje označevalcev hrbtenjače, to je 
genov hoxb5a in hoxb6b (Grandel in sod., 2002). Kasneje ima RA, pomembno regulatorno 
vlogo pri razvoju številnih organov, kot so srce (modeliranje srca in srčnih zaklopk, 
razdelitev prekatov, diferenciacija kardiomiocitov, razvoj koronarnih žil itd.), za normalen 
razvoj diafragme, pljuč in zgornjih dihalnih poti, oblikovanje centralnega živčnega sistema, 
somitov, okostja, trebušne slinavke, okončin, ledvičnega in urinalnega trakta, oči itd. (Maden 
in Holder, 1991; Malpel in sod., 2000; Duester, 2008). Duester (2008) je prav tako potrdil, 
da je RA esencialnega pomena za razvoj številnih organov. Pokazal je, da je RA v zgodnjem 
razvoju pomemben signal za posteriorni nevroektoderm (zadnji možgani in hrbtenjača) in 
posteriorni endoderm sprednjega črevesja (trebušna slinavka, pljuča) ter blagi signal za 
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mezoderm trupa (somiti, srce, sprednje okončine), kasneje pa vpliva na razvoj oči in 
preostalih organov (Duester, 2008). Integrirano delovanje RA z ostalimi signalnimi proteini, 
kot so fibroblastni faktorji rasti (FGF), Wnt, Nodal, proteini kostne morfogeneze (BMP) in 
sonic hedgehog (Shh), torej omogoča razvoj organskih sistemov vretenčarjev (Duester, 
2008). 
 
2.2.2 Učinek RA na razvoj centralnega živčnega sistema 
 
RA je odgovorna za strukturiranje nevralne plošče v anteriorno-posteriorni (A-P) osi. Njen 
koncentracijski gradient vzdolž zarodkove osi A-P je vzpostavljen s pomočjo encimov 
CYP26A1 in RALDH2. Encim CYP26A1 v anteriornem delu zarodka presnavlja RA, v 
posteriornem delu pa RALDH2 sintetizira RA (Slika 3) (Piersma in sod., 2017). Torej RA 
učinkuje na posteriorne domene.  
 
V nadaljnji morfogenezi nevralne cevi, se v območju bodočih zadnjih možganov oblikujejo 
rombomere, ki so začasne strukture in ohranjajo pozicijske informacije, npr. ekspresijo 
genov Hox. Izražanje genov Hox odreja A-P-polariteto osi telesa, saj se v različnih regijah 
telesa izražajo kot odziv na specifične koncentracije RA. Študije genov Hox v različnih 
embrionalnih stadijih mišjih zarodkov so pokazale, da v embrionalnih celicah prihaja do 
ekspresije specifičnih genov Hox že med gastrulacijo, in sicer, ko celice zapustijo območje 
primitivne proge. Geni Hox imajo na svojih ojačevalnih zaporedjih elemente RARE na 
katere se veže RA, ter tako modulira ekspresijo genov Hox že v procesu gastrulacije 
(Langston in Gudas, 1994; Glover in sod., 2006). Če se zgodi, da so posamezni segmenti 
vzdolž osi A-P slabo izraženi, imajo območja anteriornih domen potencial, da se razvijejo v 
posteriornejše domene (homeotična transformacija) (Duester, 2008). 
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Slika 3: Sinteza retinojske kisline (RA) in njen gradient v zgodnjem razvoju zarodka. RA je prisotna v 
anteriornem delu hrbtenjače (AH) in v zadnjih možganih (ZM), medtem ko je v sprednjih možganih (PM) in 
srednjih možganih (SM) zastopan CYP26A1, ki inhibira delovanje RA v tem območju, kot tudi v posteriornem 
delu hrbtenjače (PH) (Strate in sod., 2009).  
 
Med razvojem zadnjih možganov nastane 7 do 8 rombomer z različno identiteto vzdolž osi 
A-P. Vsaka rombomera ima specifične celične in molekularne lastnosti, kot tudi specifičen 
vzorec izražanja genov Hox (Glover in sod., 2006). Interakcije med koncentracijskimi 
gradienti RA, proteinov FGF in Wnt vodijo do karakterizacije regij zadnjih možganov (Slika 
4) (Schilling in sod., 2016; Piersma in sod., 2017). Členitev zadnjih možganov je potrebna 
za oblikovanje možganskega debla, notranjega ušesa, branhialnih lokov, srca in večjih 
krvnih žil (Rhinn in Dollé, 2012). Med embriogenezo je encim CYP26A1 začasno prisoten 
v anteriornem delu epiblasta blastoderma in nevralne plošče, iz katere bodo kasneje nastali 
možgani. Izražanje CYP26A1 v tej regiji je prisotno vse do obdobja, ko nastopi somitogeneza 
(proces členjenja paraksialnega mezoderma vzdolž osi A-P). Med procesom členjenja 
zadnjih možganov (oblikovanja rombomer) se encim CYP26A1 sintetizira v drugi 
rombomeri (presnavlja RA), medtem ko se v mezodermu vse do posterionega dela zadnjih 
možganov tvori encim RALDH ki sintetizira RA (Schilling in sod., 2016; Piersma in sod., 
2017). Na ta način je vzpostavljena meja med zadnjimi možgani in hrbtenjačo (Schilling in 
sod., 2016). Torej je RA prisotna med razvojem ob različnem času embriogeneze in v 
različnih funkcionalnih kontekstih ter deluje na različna tarčna tkiva (Grandel in sod., 2002). 
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Slika 4: Prikaz strukturiranja zadnjih možganov s pomočjo interakcije RA, proteinov FGF in Wnt ter encima 
CYP24A1 (modro). Rombomere zadnjih možganov embrija so označene z r1 – r7 (Schilling in sod., 2016).  
 
2.2.3 Učinek RA na razvoj očesa 
 
RA sodeluje pri zgodnjem razvoju očesa in sicer omogoča preoblikovanje optičnih veziklov 
(izvihka iz sprednjega dela nevralne cevi) v optični čaši in zapiranje roženične (kornealne) 
fisure (Matt in sod., 2005). Kasneje tudi spodbudi apoptozo v perioptičnem mezenhimu, za 
oblikovanje anteriornega dela očesnega zrkla, predvsem roženice in vek (Gavalas in 
Krumlauf, 2000; Duester, 2009). RA nastaja v perioptičnem mezenhimu, v pigmentnem 
epitelu mrežnice in v površinskem ektodermu očesa. Poleg navedenega, spodbuja tudi 
normalen razvoj mrežnice in vidnega živca (Gavalas in Krumlauf, 2000).  
 
2.2.4 Učinek RA na razvoj somitov in nevralne cevi v trupni regiji 
 
RA ima pomembno vlogo pri organizaciji trupa med zgodnjo organogenezo. Njena sinteza 
s pomočjo encima RALDH2 poteka v paraksialnem mezodermu, še pred oblikovanjem v 
somite, učinek RA pa se razširja vse do nevroektoderma v posteriorni regiji zadnjih 
možganov in do endoderma sprednjega embrionalnega črevesa, kar omogoča aktivacijo 
genov Hox vse od posteriorne regije zadnjih možganov in v tkivu trupa (Rhinn in Dollé, 
2012).  
 
V obdobju podaljšanja telesne osi, RA omejuje ekspresijo FGF8 v epiblastu in tako prepreči 
njegovo širjenje v kranialni konec (Slika 5). V območju, kjer RA zavira delovanje FGF8 
pride do nastanka somitov oz. oblikovanja trupa (Duester, 2008; Rhinn in Dollé, 2012). RA 
preprečuje, ekspresijo Cdx1 v kavdalnem koncu zarodka, kar je potrebno za pravilen razvoj 
osnega skeleta. Dosedanji eksperimenti na zarodkih miši, piščanca in cebric so pokazali, da 
je RA potrebna za vzdrževanje bilateralne simetrije somitov in da RA nastaja s pomočjo 
RALDH2 (Slika 5) (Duester, 2008; Rhinn in Dollé, 2012). V primeru, da signalizacije z RA 
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ni, se bilateralna simetrija somitov ne vzpostavi, in posledično ima ena stran manj somitov 
kot druga (Duester, 2008; Rhinn in Dollé, 2012).  
V pozni gastrulaciji je signaliziranje RA ključno za pravilno organizacijo trupa embria in 
pravilno diferenciacijo progenitorskih celic (Duester, 2008). Predvideva se, da endogena RA 
sodeluje tudi pri oblikovanju nevroektoderma posteriornega dela nevralne cevi (Duester, 
2008). V sodelovanju s proteini Shh je RA odgovorna za oblikovanje motoričnih živcev v 
hrbtenjači. Brez RA-signaliziranja, nevralni ektoderm hrbtenjače ne pridobi identitete za 
ventralne motorične živce (Duester, 2008). 
 
 
Slika 5: Vloge RA med somitogenezo in diferenciacijo nevralne cevi pri piščančjem zarodku. Na sliki je vidna 
posteriorna regija zarodka z nastajajočimi somiti in regresirajočo primitivno progo. Regije, ki so pod vplivom 
RA so označene z rdečo barvo, regije, ki so pod vplivom FGF8 pa z zeleno barvo. Vidno je območje 
antagonističnega delovanja FGF8 in RA. Oranžno je prikazano območje nastajajočega para somitov (Rhinn in 
Dollé, 2012).   
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2.2.5 Učinek RA na razvoj srca 
 
RA je esencialna za razvoj srca, zato je pomembno, da se vzdržuje pravilno ravnovesje RA 
v predelu nastajajočega srca (Piersma in sod., 2017). Ravnovesje RA se vzdržuje z lokalno 
aktivnostjo encimov RALDH2 in CYP26A1, ki regulirata njeno sintezo in katabolizem 
(Piersma in sod., 2017). RA je potrebna za pravilno anteriorno-posteriorno strukturiranje 
srčne cevi (Duester, 2008). Eksperimentalna prekinitev represije gena za RALDH2 v predelu 
srca pri zarodkih cebric je povzročila oblikovanje povečanega srca. V primeru pomanjkanja 
encima CYP26A1 (pri cebricah in miših) je prišlo do napak v sino-atrialnem vozlu, do 
pomanjkljivosti v oblikovanju aortnih lokov in do razvoja manjših arterij. Pri miših je 
dokazano, da je ekspresija gena RALDH2 potrebna za nastajanje RA v posteriornem delu 
mezoderma srca in med organogenezo srca. Študije na zarodkih piščancev so pokazale, da 
RA omejuje lokalizacijo progenitorjev za ventrikel vzdolž osi A-P oz. omejuje širjenje celic, 
ki imajo pomembno vlogo v razvoju in obnovi celic srca (Duester, 2008; Piersma in sod., 
2017).  
 
2.2.6 Učinek RA na razvoj okončin 
 
RA usmerja oblikovanje okončin iz mezodermalnih celic na točno določenih mestih vzdolž 
telesne osi (Duester, 2008). Z inhibicijo njene sinteze je oblikovanje brstov preprečeno. Pri 
razvoju okončin sodelujejo tudi homeotični geni meis, ki so potrebni za vzpostavitev 
gradienta RA vzdolž proksimalno-distalne osi nastajajočih okončin (Mic in sod., 2004). 
Encim RALDH2, ki je odgovoren za sintezo RA, je zastopan v mezodermu lateralne plošče 
ob nastajajočih brstih za okončine (Duester, 2008; Monaghan in Maden, 2012). V distalnem 
delu brstov za okončine pa je prisoten katabolični encim CYP26B1, ki je odgovoren za 
pravilno izraščanje brstov za okončine (Duester, 2008). Torej, v zgodnjih brstih za okončine 
je aktivnost RA enakomerna v anteriorno-posteriorni osi brstov, kasneje pa se gradient RA 
znižuje od proksimalne v distalno smer okončin, kar je potrebno za pravilno strukturiranje 
okončin v proksimalno-distalni smeri (Duester, 2008; Monaghan in Maden, 2012). 
Določitev identitete proksimalnih celic okončine poteka preko transkripcijskih faktorjev iz 
družine genov meis, medtem ko je za identiteto distalnih celic odgovoren apikalni 
epidermalni greben brsta preko ekspresije genov za fibroblastne faktorje rasti (FGF) 
(Monaghan in Maden, 2012). Najvišja koncentracija RA v brstu za okončino je v območju 
polarizirajoče aktivnosti (ZPA), ki je odgovorno za podaljševanje okončine (Tickle in 
Towards, 2017). Ker je koncentracija endogene RA v brstih za okončine zelo blizu 
koncentracije, ki povzroča podvojitev prstov, je zelo pomembno, da med razvojem okončin 
ne prihaja do motenj ravnovesja koncentracije RA (Helms in sod., 1994).  
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2.3 TERATOGENI UČINKI RETINOJSKE KISLINE 
 
Razvojne nepravilnosti ali malformacije pri sesalcih zaradi pomanjkanja vitamina A med 
nosečnostjo so bile prvič opisane v zgodnjih 30-ih letih (Piersma in sod., 2017). 
Nepravilnosti so se odražale pri razvoju oči, urogenitalnega trakta, skeleta, srca, aortnih 
lokov in v drugih organih. Leta 1954 so opisali razvojne nepravilnosti pri mladičih podgan, 
kot posledica visokih doz eksogene RA (Piersma in sod., 2017). Prizadet je bil razvoj glave 
(malformacije očes, razcep ustnega neba, skrajšana spodnja in zgornja čeljust, eksencefalija, 
hidrocefalus ali vodenica…), razvoj hrbtenjače s spino bifido in meningocelom, nepravilen 
razvoj priželjca in srca ter urogenitalnega sistema, prizadeta je bila diferenciacija 
melanocitov (Morriss-Kay, 1993; Mulder in sod., 1998; Pan in Baker, 2007). Opisani so bili 
kraniofacialni defekti pri miših in podganah ob izpostavitvi RA med gastrulacijo (Degitz in 
sod., 2003). Krätke in sod. (2000) so izpostavili zarodke aksolotla (Ambystoma mexicanum) 
10-6 M raztopini RA v fazi blastule, čas izpostavitve je bil različen. Zarodki so kazali različne 
nepravilnosti, oči so se počasneje razvijale ali se sploh niso razvile, škrge so bile 
pozicionirane bolj ventralno, pojavila se je mikrocefalija, prosojni edemi napolnjeni s 
tekočino, odprta kranialna nevralna cev, počasen razvoj zarodka, nepravilna pigmentacija, 
zamuda v razvoju srca, zmanjšana cirkulacija in moten razvoj čeljusti. Strukture optičnega 
vezikla histološko niso bile razpoznavne, nosni epitel in notranje uho ter tkivo črevesja pa 
ni bilo diferencirano. Vse to potrjuje, da je RA pomemben morfogen, ki sodeluje v številnih 
procesih zgodnjega razvoja zarodka in, da mora biti njena koncentracija med razvojem v 
pravilnem ravnovesju (Piersma in sod., 2017). 
 
2.3.1 Teratogeni učinki RA na razvoj telesne osi in homeotične transformacije  
 
Teratogeni učinki RA na razvoj zarodkov je bil proučevan na različnih vretenčarskih 
modelnih organizmih. Z izpostavitvijo zarodkov žab in cebric eksogeni RA je bilo potrjeno, 
da ima RA pomembno vlogo v specifikaciji anteriorno-posteriorne telesne osi med 
gastrulacijo (Marsh-Amstrong, 1995). Učinek RA na razvoj zadnjih možganov je bil potrjen 
tako morfološko, kot tudi z izražanjem genov, ki sodelujejo pri strukturiranju zadnjih 
možganov. Ob izpostavitvi zarodkov miši eksogeni RA je prišlo do sprememb v izražanju 
genov Hox in s tem do homeotične transformacije hrbtenice. Posledica spremenjenega 
izražanja genov Hox je tudi spremenjena identiteta prvih treh rombomer zadnjih možganov, 
in posledično tudi spremembna identitete sprednjih trupnih vretenc v bolj posteriorne 
(Kessel in Gruss, 1991; Marsh-Amstrong, 1995).   
 
2.3.2 Teratogeni učinki RA na srce 
 
Malformacije srca ob izpostavitvi visokim koncentracija RA so različne pri različnih 
modelnih organizmih in odvisne od razvojnega stadija ob izpostavitvi ter od načina 
apliciranja (Pan in Baker, 2007). Študije na zarodkih cebric in piščancev so pokazale, da 
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izpostavitev zgodnjih zarodkov povišani količini RA, privede do zmanjšanega obsega 
kardičnega progenitorskega polja in posledično do manjšega in nerazvitega srca (Pan in 
Baker, 2007; Waxman in Yelon, 2009). Celice atrija in ventrikla so različno občutljive za 
manjše spremembe v signalizaciji RA, medtem ko prekomerna signalizacija RA prepreči 
razvoj srca (Waxman in Yelon, 2009). Dodajanje RA v stadiju pozne primitivne proge pri 
zarodkih ptičev in sesalcev povzroča srčno bifido. V kolikor se RA dodaja lokalno, v 
območju nastajajočega srca, le-ta vpliva na oblikovanje kardiogenega polmeseca in nadaljnje 
oblikovanje srca (Pan in Baker, 2007). Dolgotrajno tretiranje zarodkov žabe krempljarke z 
nizko koncentracijo RA po zaključku nevrulacije, vodi do motenj pri nastajanju srca, srce se 
namreč ne razvije popolnoma in ne začne utripati (Pan in Baker, 2007).  
 
2.3.3 Teratogeni učinki RA na razvoj centralnega živčnega sistema 
 
Vitamin A ima lahko škodljive učinke na razvijajoči se centralni živčni sistem (CNS), kot 
tudi na njegovo delovanje pri odraslem organizmu (McCaffery in sod., 2003). Območja v 
CNS, kjer je RA potrebna za normalen razvoj, so hkrati območja, ki so najobčutljivejša za 
njeno teratogeno delovanje. Med razvojem CNS so za RA najobčutljivejše očesna regija, 
notranje uho, zadnji možgani in hrbtenjača (McCaffery in sod., 2003). Razvoj CNS zarodkov 
vretenčarjev se prične z indukcijo in strukturiranjem nevralnega ektoderma (McCaffery in 
sod., 2003). Tretiranje blastul in gastrul žabe krempljarke z visokimi koncentracijami RA 
povzroča izgubo anteriornih nevralnih struktur in popolno izgubo struktur glave (McCaffery 
in sod., 2003). RA deluje neposredno na nevralni ektoderm in povzroča A-P transformacije 
CNS. Rezultat tega je mikrocefalični fenotip (Durston in sod., 1989). 
 
Ruiz i Altaba in Jessell (1991) so s tretiranjem nevrul žabe krempljarke Xenopus laevis z RA 
spremenili vzorec diferenciacije CNS. Ugotovili so, da so učinki dodane RA odvisni od 
njene koncentracije. Nižje koncentracije RA (10-10 M do 10-9 M) povzročajo minimalne 
defekte anteriornih struktur, kot recimo zmanjšanje velikosti sprednjih možganov, medtem 
ko na zadnje možgane dodana RA ne učinkuje. Srednja do visoka koncentracija dodane RA 
(10-8 M do 10-7 M) vodita do progresivnega zmanjšanja možganov in do krajšanja osi A-P 
(Ruiz i Altaba in Jessell, 1991). Tretirane nevrule niso bile popolnoma brez glave, razviti sta 
bili cementni žlezi in zasnovi za oči za razliko od blastul in gastrul tretiranih z RA, saj pri 
njih glava ni razvila (Ruiz i Altaba in Jessell, 1991). Holder in Hill (1991) opisujejo, da so 
pri višjih koncentracijah RA (10-6 M, 10-7 M RA) abnormalnosti izrazitejše, pojavi se lahko 
holoprosencefalija (neoblikovanje hemisfer sprednjih možganov), anoftalmija (odsotnost 
enega očesa ali obeh), ali pa je tkivo prosencefalona popolnoma odsotno. Visoke ravni RA 
povzročajo homeotične transformacije celičnih tipov in pojav posteriornejših struktur v 
anteriornih delih centralnega živčnega sistema (Maves in Kimmel, 2005) ter izgubo za 
zadnje možgane značilnih struktur. Razen navedenega, RA učinkuje tudi na vzorec 
diferenciacije celic, katerih usoda v zgodnji fazi razvoja še ni determinirana (Maves in 
Kimmel, 2005). Malformacije se lahko izražajo v zmanjšanju, izgubi ali prekomernem 
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razvoju struktur. Obsežnejše abnormalnosti zaradi teratogenega učinka RA pa so smrtne 
(Degitz in sod., 2003).  
 
Yu in sodelavci (2011) so testirali teratogeni učinek RAR/RXR ligandov 9-cis-RA, ATRA 
in LGD1069 na razvoj zarodkov žabe krempljarke (Xenopus laevis). Različno stare gastrule 
so izpostavili različnim dozam omenjenih učinkovin. Opazili so nenormalen razvoj oči 
(izguba pigmentacije, manjše oči), hiperpigmentacijo kože in ukrivljenost telesne osi (horda 
in rep). Hans in Westerfield (2007) sta pri zarodkih cebric pokazala, da višje koncentracije 
(10-7 M) RA delujejo zaviralno na razvoj leče in lahko vodijo v popolno izgubo leč. Prav 
tako prihaja do nepravilnosti v razvoju zadnjih možganov, ki sodelujejo tudi v regulaciji 
razvoja slušne ali otične regije in posledično do oblikovanja povečanih otičnih veziklov s po 
tremi otoliti in večkratnimi polkrožnimi kanalni (Hans in Westerfield, 2007).  
 
2.3.4 Teratogeni učinki RA na razvoj okončin 
 
Različne študije so potrdile učinek RA na razvoj okončin pri vretenčarjih in tudi regeneracijo 
okončin pri repatcih. Pri miškah so opazili, da izpostavitev zarodkov RA v fazi blastule 
povzroči podvajanja posteriorenih struktur, vključujoč medenico in zadnje okončine. Opazili 
so da RA posnema območje polarizirajoče aktivnosti (ZPA) in, da zaradi tega povzroči A-P 
ponovitve struktur okončine. Delovanje lokalno apliciranih retinoidov pri piščančjih 
zarodkih v brst za okončino korelira z odmerkom in razvojno stopnjo ob izpostavitvi. Srednji 
odmerki, dodani na stopnji brsta za okončino, povzročijo anteriorno-posteriorne podvojitve 
struktur okončine. Dodajanje retinoidov med samim nastajanjem brstov za okončine privede 
do izgube nastanka prstov, kosti okončin so manjše, ali se okončine sploh ne razvijejo 
(Summerbell, 1983; Degitz in sod., 2003). Izpostavitev žabe krempljarke (Xenopus laevis) 
visokim koncentracijam RA (0,6 in 2 µl/g) na razvojnem stadiju 8 za 72 ur, ne povzroči 
malformacije okončin (Degitz in sod., 2003).  
   
2.3.5  Teratogeni učinki RA na jetra 
 
Cebrice so edini modelni organizem, pri katerih je RA ključna za razvoj jeter. Eksogena RA 
lahko povzroči ektopično oblikovanje jeter (Kelly in Drysdale, 2015). Visoke koncentracije 
eksogene RA (10-6 M) povzročijo širitev jetrnega tkiva na račun bolj sprednjih 
endodermalnih derivatov (ščitnice, žrela) (Stafford in Prince, 2002). Pri drugih modelnih 
organizmih, kot so miši in piščanci, RA ni potrebna za določitev jetrne regije, je pa nujna za 
rast in diferenciacijo jetrnega tkiva (Bayha in sod., 2009; Kelly in Drysdale, 2015). Izguba 
signaliziranja RA vodi v razvoj manjših jeter (Kelly in Drysdale, 2015). 
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2.4 ŠPANSKI PUPEK 
 
2.4.1 Splošno o španskem pupku 
 
Španski pupek ali iberski rebrasti pupek, Pleurodeles waltl, iz družine pupkov in močeradov 
ali Salamandridae je razširjen v Španiji, na Portugalskem in v Maroku (Joven in sod., 2015). 
Njegovo telo je na hrbtni strani temno sive do rjave barve, na trebušni strani pa svetlo rjavo 
do svetlo sive barve. Po telesu ima manjše do večje temno pigmentirane lise. Vzdolž bokov, 
kjer so kratka rebra, ima rjavo-oranžne pege. Na teh mestih, lahko skozi kožo potisne ostra 
rebra, ki skupaj z izločenim strupom žlez kože predstavljajo učinkovit obrambni mehanizem 
pred plenilci (Heiss in sod., 2010). Glava španskega pupka je dokaj sploščena in lopataste 
oblike. Imajo dolg rep, ki zavzema približno polovico dolžine telesa. Samci so manjši in 
vitkejši v primerjavi s samicami, njihov rep je daljši, prav tako so daljše tudi sprednje 
okončine. Telo je čokato, njihova telesna masa pa je med 50 in 60 g. V naravi lahko zrastejo 
do 31 cm (od gobca do konice repa), v ujetništvu pa je njihova povprečna dolžina med 14 in 
18 cm (Gualandris in sod., 1996; Joven in sod., 2015). V naravi se odrasli španski pupki 
zadržujejo v plitvejših in tudi globljih delih ribnika, potokih in v manjših jezerih (Joven in 
sod., 2015). Odrasli španski pupki lahko živijo v vodi, kot tudi v vlažnih predelih na kopnem, 
običajno blizu vodnega telesa. Kopno sicer koristijo zelo poredko, ponavadi le takrat ko se 
vodno telo tekom sušnega obdobja izsuši (Joven in sod., 2015). Prehranjujejo se s črvi, raki, 
polži, vodnimi žuželkami in manjšimi ribami. Pojavlja se tudi kanibalizem. Brez hrane lahko 
preživijo 3 do 4 tedne (Gualandris in sod., 1996). Ličinke španskih pupkov se hranijo z 
različnimi vrstami zooplanktona, žuželkami in ličinkami dvoživk. 
 
V 50-ih letih prejšnjega stoletja so pričeli z vzrejo španskega pupka v ujetništvu. V 
laboratorijskih razmerah se običajno posnema njihovo naravno okolje. Odraslim pupkom je 
potrebno zagotoviti ustrezno vodno površino za plavanje, vodno rastlinje in skrivališča 
(vegetacija, veje, kamenje) (Frippiat, 2013; Joven in sod., 2015). Za njihov uspešen razvoj 
in rast je potrebno zagotoviti raznoliko hrano. Gostota osebkov v akvariju ne sme biti 
prevelika, prav tako morajo biti živali v akvariju podobne velikosti, da ne prihaja do 
kanibalizma (Garcia-de-Lomas in sod., 2012; Joven in sod., 2015).  
 
Spol je pri španskih pupkih genetsko determiniran. Samci imajo monogametni genotip ZZ, 
samice pa heterogametni genotip ZW. Spol je determiniran z dominantnim kromosomom W 
(Dumond in sod., 2008). Eksperimentalno s spreminjanjem temperature vode lahko 
izzovemo menjavo spola. Temperaturno občutljivo obdobje je od razvojnega stadija 42 do 
54 po Shi in Boucaut (1995). Če v tem obdobju pride do spremembe temperature iz 20 °C v 
32 °C se samice lahko spremenijo v plodne samce in dobimo samo fenotipsko moško 
potomstvo. Pri temperaturi 20 °C dobimo pa 50 % ličink z genotipom ZZ in 50 % ličink z 
genotipom ZW (Flament in sod., 2003; Wallacides in sod., 2009). Španski pupki imajo 12 
parov kromosomov in velikost haploidnega genoma ⁓20 Gb (giga baz). Nedavno je bil 
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sekvenciran njihov genom in transkriptom, ki je tudi eden od največjih do sedaj 
sekvenciranih genomov vretenčarjev (Elewa in sod., 2017).  
  
Sezona parjenja je od prvega deževja v septembru in traja vse do aprila. V hladnejših 
območjih je sezona razmnoževanja samo spomladi. V laboratorijskih razmerah se 
razmnožujejo tekom celega leta, čeprav je največ odlaganj jajčec v podobnem časovnem 
obdobju kot v naravi. Parjenje se pričenja z nekajurnim ampleksusom, v tem času samec 
odlaga spermatofore (paketki spermijev), ki ga nato samica pobere v kloako. Oploditev je 
notranja in se začne po parjenju, odlaganje jajčec pa prične po 24 do 48 ur od oploditve. 
Število odloženih jajčec je zelo variabilno (od 150 do 600 na eno odlaganje) in odvisno od 
starosti ter velikosti samice (Hayashi in Takeuchi., 2015). Jajčeca so zaščitena z vitelinskim 
ovojem, ki se oblikuje v jajčniku med zoritvijo jajčnih celic in z obsežnim želatinastim 
ovojem, ki se naloži, ko ovulirana jajčeca potujejo skozi jajcevod proti kloaki. Hitrost 
embrionalnega razvoja in razvoja ličink v naravi je odvisna od zunanjih dejavnikov, 
predvsem od temperature, in traja od 2 do 6 mesecev. Predpostavlja se, da je razvoj v 
kontroliranih laboratorijskih razmerah bistveno hitrejši (Joven in sod., 2015). Izležene 
ličinke dihajo s škrgami vse do preobrazbe. Po preobrazbi lahko preidejo na kopno. Spolno 
zrelost dosežejo pri starosti enega leta in pol (Dumond in sod., 2008). Razvoj in značilnosti 
razvojnih stadijev zarodkov in ličink španskega pupka sta opisala Shi in Boucaut (1995).  
 
2.4.2 Španski pupek kot modelni organizem  
 
V začetku 20. stoletja prejšnjega stoletja je P. waltl postal novi modelni organizem za 
raziskave regeneracije okončin, embrionalni razvoj in diferenciacijo spola (Dumond in sod., 
2008). Prednosti, ki jih ima P. waltl kot modelni organizem so velikost zarodkov, hitrost 
razvoja, ki je počasnejša od razvoja pri žabi krempljarki (Xenopus laevis). Zaradi tega je P. 
waltl primernejši za preučevanje zgodnjih faz razvoja in za razvoj imunskega sistema 
(Gualandris-Parisot in sod., 2001). Razvoj je zunanji, kar omogoča spremljanje razvoja s 
spreminjajem temperature. To omogoča analizo ključnih faz ontogenetskega razvoja. 
Ključne so tudi njegove fiziološke lasnosti, saj se lahko razmnožuje in preživi v vlažnem 
okolju. Ravnanje z osebki P. waltl je relativno enostavno, ker se giblje počasneje kot anuri, 
kar je zelo pomembno npr. v razmerah mikrogravitacije (Gualandris in sod., 1996; Frippiat, 
2013). Prednost P. waltl, kot modelnega organizma, so tudi odsotnost zavrnitve po 
transplantaciji, primerna velikost nevronov in neuroendokrinih celic, izjemne regenerativne 
sposobnosti in preprosta zgradba živčnega sistema ter sekvenciran genom in transkriptom 
(Joven in sod., 2015; Elewa in sod., 2017).  
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3 MATERIAL IN METODE  
 
3.1 POSKUSNE ŽIVALI  
 
Za raziskavo smo uporabili oplojena jajčeca španskega pupka (Pleurodeles wlatl), odložena 
v laboratorijskih razmerah na Katedri za zoologijo, Oddelek za biologijo, Biotehniška 
fakulteta, Univerza v Ljubljani. Odrasli osebki (dve samici in samec) so bili v 100 litrskem 
akvariju opremljenim s filtrom za čiščenje vode in kamenčkom za prezračevanje, pri 
temperaturi vode 19 do 20 °C. V akvariju je bila podlaga iz kremenčevega peska, za 
skrivališče pa je bilo dodano rastlinje in hrastovo lubje. Odlaganje jajčec smo spodbudili z 
menjavo 1/3 vode v akvariju in dodanim svežim javanskim mahom za odlaganje jajčec. 
Odrasle pupke smo hranili 2x na teden z ribjimi briketi in/ali mokarji. Menjava 1/3 vode v 
akvariju je potekala 1x na teden oziroma po potrebi. 
 
3.2 ZBIRANJE JAJČEC  
 
Samici sta v obdobju od februarja do aprila jajčeca odlagali trikrat (Preglednica 1). 
Odlaganje v prvem mrestu je potekalo 3 zaporedne dni (Preglednica 1). Vsega skupaj je bilo 
odloženih 408 jajčec, od tega 224 viabilnih (Preglednica 1). Za postavitev poskusa z 
retinojsko kislino smo uporabili 194 jajčec. Jajčeca zadnjega mresta (april) smo uporabili za 
spremljanje normalnega razvoja. 
 
Odložena jajčeca smo pod stereolupo pregledali in določili razvojni stadij po tabeli 
normalnega razvoja za P. waltl od Shi in Boucaut (1995). Plesniva jajčeca, jajčeca 
marmoriranega izgleda, jajčeca, ki so začela propadati v določenem stadiju in deformirana 
jajčeca, smo odstranili (Preglednica 1, Slika 6).  
 
Preglednica 1: Prikaz časovnega odlaganja jajčec, števila viabilnih jajčec in jajčec slabe kakovosti 
(marmorirana, plesniva, propadla, deformirana). 
Datum 
odlaganja  
Število 
jajčec 
Viabilna Marmorirana Plesniva Propadla Deformirana 
21.2 104 66 18 5 15 0 
22.2 201 81 32 40 40 8 
23.2 6 5 0 0 1 0 
2.3. 44 42 0 0 2 0 
16.4. 53 30 10 0 9 4 
 408 224 60 45 67 12 
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Slika 6: Marmoriran videz zgodnjega zarodka pri katerem se je razvoj zaustavil. Merilo = 1 mm. 
 
3.3 POSTAVITEV POSKUSA 
 
Zarodke v razvojnem stadiju blastule in gastrule (Slika 7) smo izpostavili štirim različnim 
koncentracijam retinojske kisline (10-6 M, 10-8 M, 10-10 M in 10-11 M) za 1 uro in za 24 ur. 
Koncentracije RA so izbrane glede na podatke iz literature za vretenčarske modelne 
organizme (Holder in Hill, 1991). V vsakem poskusu smo imeli tudi kontrolno skupino 
zarodkov v 10 % Steinbergovi raztopini (pH 7,4), ki je primerna za gojitve zarodkov dvoživk 
(Schoenwolf in Watterson, 1989). Pripravili smo jo iz založne 100 % Steinbergove raztopine 
(pH 7,4) (Preglednica 2). Željeni pH smo uravnali z dodajanjem HCl ali NaOH. 10 % 
Steinbergovo raztopino smo uporabili tudi za spiranje zarodkov po zaključku inkubacije v 
RA in nadaljnjo gojitev zarodkov do izleganja.  
 
Preglednica 2: 100 % Steinbergova raztopina (pH 7,4) (Schoenwolf in Watterson, 1989). 
 za 1 liter 
raztopine 
NaCl  3,4 g 
KCl 0,05 g 
Ca(NO3)x4H2O  0,08 g 
MgSO4x7H2O  0,205 g 
Tris  0,28 g 
dH2O        0,90 l 
  
3.3.1 Priprava retinojske kisline 
 
Različne koncentracije RA (10-6 M, 10-8 M, 10-10 M in 10-11 M) smo pripravili iz 10-2 M 
založne raztopine RA v DMSO, slednjo pa iz kristalne oblike RA (all-trans-retinojska 
kislina, R2625 Sigma Aldrich, z molekulsko maso 300,4 g/mol.), ki je bila do uporabe 
shranjena na -20 °C.  
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Iz kristalne oblike RA smo pripravili 0,01 M (10-2 M) RA v DMSO (dimetilsulfoksid, 
MerckMillipore, Sigma Aldrich): 3 mg RA v 1 ml DMSO. Ker je RA občutljiva na svetlobo 
in na zraku hitro oksidira (Das in sod., 2014), morata biti tehtanje in priprava raztopine 
izvedena hitro in v zatemnjenem prostoru. Pripravljeno raztopino pa zaščitimo pred svetlobo 
tako, da stekleničko zavijemo v alufolijo. Pripravljeno založno raztopino RA smo alikvotirali 
v 1,5 ml mikrocentrifugirke, ki smo jih ovili z alufolijo in do nadaljnje uporabe shranili na -
20 °C. Delo je potekalo v brezprašni komori (Biosafe 2, EhretGmbH c-[MaxPro]3-130, Iskra 
Pio M12, Iskra). 
 
Pred izvedbo poskusa smo 10-2 M založno raztopino RA v DMSO redčili z 10 % 
Steinbergovo raztopino do 10-4 M tako, da smo v 1 ml 10-2 M RA dodali 99 ml 10 % 
Steinbergove raztopine. Z nadaljnjo serijsko razredčitvijo smo pripravili vse ostale 
koncentracije:  
 
 100 μl 10-4 M RA + 9,9 ml 10 % Steinbergove raztopine za 10-6 M raztopino RA 
 100 μl 10-6 M RA + 9,9 ml 10 % Steinbergove raztopine za 10-8 M raztopino RA 
 100 μl 10-8 M RA + 9,9 ml 10 % Steinbergove raztopine za 10-10 M raztopino RA 
 1000 μl 10-10 M RA + 9 ml 10 % Steinbergove raztopine za 10-11 M raztopino RA 
 
3.3.2 Izpostavitev zarodkov 
 
Različnim koncentracijam RA (10-6 M, 10-8 M, 10-10 M in 10-11 M) smo izpostavili dva 
razvojna stadija zarodkov:  
 blastule v obdobju »mid-blastula transition« (stadij 6 po Shi in Boucaut, 1995), ko 
se vklopi genom zigote in je aktivirana intenzivna transkripcija (Gilbert in Baressi, 
2016) (Slika 7a),  
 gastrule (stadij 10 in 11 po Shi in Boucaut, 1995), ko se oblikujejo zarodne pole in 
se vzpostavijo telesne osi zarodka (Gilbert in Baressi, 2016) (Slika 7b). 
 
Poskus smo izvedli v petrijevkah premera 100 mm z 10 ml tekočine (različne koncentracije 
RA in 10 % Steinbergova raztopina). Za vsako od koncentracij RA smo imeli 10 – 12 
zarodkov na petrijevko (razen pri blastulah izpostavljenih za 1 uro v RA, kjer smo imeli 6 
zarodkov). Zarodki so bili izpostavljeni RA v temi in pri sobni temperaturi 20 – 21  ̊ C bodisi 
za eno uro ali pa za 24 ur. Kontrolne zarodke smo gojili v 10 % Steinbergovi raztopini (pH 
7,4). Po inkubaciji v raztopini z RA smo zarodke dobro sprali (2 - 3 krat) v 10 % 
Steinbergerovi raztopini in jih prestavili v petrijevke s svežo 10 % Steinbergerovo raztopino, 
ki smo jo nato vsak dan menjali, vse do izleganja ličink (okvirno 12 dni). Izležene ličinke 
smo prestavili v plastične posode velikosti 19 x 14 x 6 cm, in jih sprva gojili v 10 % 
Steinbergerovi raztopini, nato pa v deklorirani vodi, ki smo jo menjali 3x na teden, po 
vsakem hranjenju z ličinkami solinskih rakcev. 
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Razvoj kontrolnih zarodkov in zarodkov izpostavljenih RA ter ličink smo vsakodnevno 
opazovali skozi stereolupo Leica MZFLIII opremljeno z digitalno kamero Leica DFC290H. 
Značilne razvojne stadije v kontroli in fenotipske spremembe pri zarodkih izpostavljenih RA 
smo slikali prvih 9 dni razvoja v 24 urnem razmiku, nato pa vsakih nekaj dni do starosti 2,5 
mesecev. Pri zgodnjih zarodkih je bilo slikanje oteženo, saj so se zarodki zaradi številnih 
cilij na celicah ektoderma intenzivno premikali. 
 
 
Slika 7: Pozna blastula (a) in gastrula (b) v stadiju rumenjakovega čepa. Merilo = 1 mm. 
 
3.3.3 Fiksacija zarodkov za histologijo 
 
Za histološko analizo smo zarodke oziroma ličinke uspavali v 0,1 % MS-222 (trikain-
metansulfonat, Sigma-Aldrich) in fiksirali 24 ur v 10 % formalinu (pH 7,4). Nato smo jih 
eno uro spirali v vodi ter dehidrirali v naraščajoči alkoholni vrsti do 70 % EtOH in jih do 
uporabe shranili pri 4 °C. Histološko analizo smo naredili na 15 zarodkih izpostavljenih v 
RA in 5 zarodkih iz kontrole skupine.  
 
Zarodke z razvojnimi nepravilnostmi (N = 29) in tudi iz kontrole (N = 12) smo shranili pri -
20 ̊ C v 100 % metanolu in v raztopini RNAlater za nadaljnje molekularno-genetske analize, 
ki jih v naši študiji nismo izvedli. 
 
3.3.4 Procesiranje vzorcev z mikrovalovnim sistemom in vklapljanje v paraplast 
 
Procesiranje je potekalo v mikrovalovnem sistemu PelcoBiowave po postopku navedenem 
v Preglednici 3.  
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Preglednica 3: Prostopek priprave fiksiranih vzorcev (>3mm) za svetlobno mikroskopijo v mikrovalovnem 
sistemu PelcoBiowave. 
 Moč Temperatura Čas 
1.Dehidracija    
70 % EtOH 250 W 40 °C 2 x 5 min 
96 % EtOH 250 W 40 °C 2 x 5 min 
100 % EtOH 250 W 40 °C 2 x 5 min 
2.Bistrenje     
ksilen 250 W 40 °C 2 x 10 min 
ksilen 650 W 60 °C 10 min 
3.Infiltracija (vakum)    
Paraplast 1 650 W 70 °C 15 min 
Paraplast 2 650 W 70 °C 15 min  
Paraplast 3 650 W 70 °C 15 min 
 
Vklapljanje vzorcev v paraplast smo izvedli s pomočjo HistoCoreArcadia H, ki omogoča 
taljenje parafina in vzdrževanje željene temperature.  
 
3.3.5 Rezanje vzorcev 
 
Histološke rezine debeline 10 μm smo pripravili z mikrotomom Leica RM2265. Prerezi so 
bili bočni, prečni (s hrbta proti trebuhu) in čelni (od glave proti repu). Narezane parafinske 
rezine smo s čopičem prenesli na objektno stekelce, na katero smo predhodno nanesli dovolj 
vode, da so se rezine na termostatirani plošči raztegnile. Po potrebi smo odvečno vodo s 
stekelc odstranili s filtrirnim papirjem in preparate posušili na sobni temperaturi. Na enem 
objektnem stekelcu je bilo od 3 do 5 rezin, odvisno od velikosti vzorca.  
 
3.3.6 Histološka barvanja v parafinskih rezinah 
 
Preparate smo barvali z Ehrlichovim hematoksilinom (Sigma Aldrich) in z eozinom 
(Presnell in Schreibman, 1997). Ehrlichov hematoksilin (Sigma Aldrich) je sestavljen iz 
hematoksilina, amonijevega aluma, alkohola, glicerina in destilirane vode. Pred barvanjem 
smo po sledečem postopku odstranili hidrofobni parafin: preparat smo 2 krat po 3 minute 
inkubirali v ksilenu in propanolu, na hitro potopili v 96 % EtOH, barvali v Ehrilichovem 
hematoksilinu 15 minut, potem preparat na hitro potopili v 95 % EtOH za odstranitev 
odvečnega barvila, nato pa dali za 1 minuto v 70 % EtOH. Sledila je inkubacija v 0,1 % 
NaHCO3 za 5 minut oz. do modrega obarvanja rezin, nato smo dali v 70 % EtOH in v 95 % 
EtOH za 1 minuto in barvali z Eosin Y (eosin Y, 70 % etanoll, ledoctena kislina) 5 minut, 
potem potopili 2 krat po 30 sekund v 95 % in v 100 % EtOH, sledilo je potapanje preparata 
2 krat po 5 minut v ksilenu ter prekrivanje vzorcev s sintetično smolo Pertex (Medite 
Medizintechnik, Nemčija) in krovnim steklom. Po barvanju so jedra v celicah modro 
23 
Naiaretto S. Teratogeni učinki retinojske kisline na razvoj zarodkov španskega pupka (Pleurodeles waltl). 
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020 
 
 
vijoličasta (Ehrlichov hematoksilin) citoplazma pa je obarvana roza oziroma rdeče (eosin) 
(Kiernan, 1990). 
 
 3.3.7 Pregledovanje vzorcev in slikanje 
 
Histološke preparate smo pregledali skozi svetlobni mikroskop (Axioskop, Zeiss) 
opremljenim z digitalno kamero Leica DFC290 H in računalniškim programom LAS V 4.0 
(LeicaApplication Suite). Fotografije smo obdelali z računalniškim programom Adobe 
Photoshop CS6.  
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4 REZULTATI 
 
4.1 NORMALEN RAZVOJ ZARODKOV IN LIČINK  
 
V preglednici 4 in na sliki 8 je prikazan embrionalni in postembrionalni razvoj španskega 
pupka (Pleurodeles waltl) iz kontrolne skupine našega eksperimenta pri sobni temperaturi 
(20±1 °C). Razvojne stadije za to vrsto pupka smo določili s pomočjo tabele razvoja po Shi 
in Boucaut (1995). Proces blastulacije (razvojni stadiji 1 do 7) se zaključi v 25 urah, sledi 
proces gastrulacije (razvojni stadiji od 8 do 13), ki se zaključi po 47 urah od oploditve 
(gastrulacija poteka približno 29 ur). Nevrulacija (razvojni stadiji od 14 do 21) se odvije v 
18 urah, sledi proces organogeneze (razvojni stadiji od 22 do 33) in izleganje, po 10 do 12 
dneh od oploditve, v stadiju 34. Ob izleganju so škrge peresaste, oblikovana sta balanserja 
in brsta za sprednji okončini, ki se postopoma podaljšujeta in spreminjata obliko iz konusne 
v cilindrično in veslasto. Postopoma se oblikujejo prsti. Razvoj sprednjih okončin se zaključi 
v stadiju 40, ko se oblikuje še zadnji IV. prst. V stadiju 39 sta oblikovana brsta za zadnji 
okončini. S stadijem 36 se prične regresija balanserjev, ki se zaključi v stadiju 38. 
Samostojno prehranjevanje se pojavi v stadiju 37. Pigmentiranost je izrazitejša v stadiju 37, 
melanofore se najprej pojavijo na dorzalni plavuti in predelu kloake in kasneje po škrgah in 
repu. Koncentracija melanofor na dorzalni plavuti se intenzivira v stadiju 39. Razvoj zadnjih 
okončin se zaključi v stadiju 45. Sledila bo postopna regresija škrg in nastop juvenilnega 
obdobja.  
 
Dinamika embrionalnega in postembrionalnega razvoja španskega pupka je prikazana na 
sliki 9.  
 
Preglednica 4: Značilnosti zarodkov in ličink španskega pupka (P. waltl) pri 20±1 °C. 
Čas 
(ure (h) / dan) 
 Razvojni 
stadij 
po Shi in 
Boucaut 
(1995) 
Značilnosti 
20±1 °C 18 °C 
Po Shi in 
Boucaut  
(1995) 
  
0 h 0 h 0 Zigota, animalni pol je rjavo pigmentiran z svetlejšim 
območjem v centru nad jedrom, vegetativni pol je svetlejši 
(Slika 8). 
4,5 h 6,6 h 1 Prva brazda na animalnem polu se širi na vegetativni pol 
(Slika 8). 
5,5 h 7,5 h 2 Druga brazda je pravokotno na prvo, oblikujejo se 4 
blastomere (Slika 8). 
se nadaljuje 
25 
Naiaretto S. Teratogeni učinki retinojske kisline na razvoj zarodkov španskega pupka (Pleurodeles waltl). 
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020 
 
 
Nadaljevanje Preglednice 4: Značilnosti zarodkov in ličink španskega pupka (P. waltl) pri 20±1 °C. 
7 h 9 h 3 Tretja brazda poteka ekvatorialno in pravokotno na prvi dve 
Pomaknjena je na animalni pol. Oblikujejo se štiri manjše 
blastomere (mikromere) na animalnem polu in štiri večje 
blastomere (makromere) na vegetativnem polu (Slika 8). 
8,5 h 10,5 h 4 Povečanje števila mikromer na animalnem polu in makromer 
na vegetativnem polu (Slika 8). 
12 h 14 h 5 Zgodnja blastula, posamezne blastomere so velike (Slika 8). 
20 h 27 h 7 Pozna blastula, blastomere so števičnejše in manjše (Slika 8). 
25 h 31 h 8a-b Zgodnja gastrula, oblikovana je dorzalna ustna blastopora za 
uvihanje celic vzdolž stropa blastocela. 
31 h 38 h 9 Blastopor je v obliki polmeseca, uvihavanje celic se širi 
lateralno. 
33 h 41 h 10 Srednja gastrula, blastopor je v obliki podkve. 
37 h 46 h 11 Oblikovanje krožnega blastopora, ki obkroža velik 
rumenjakov čep (Slika 8). 
42 h  51 h 12 Pozna gastrula, majhen rumenjakov čep (Slika 8). 
47 h 56 h 13 Gastrulacija je zaključena.  
54 h 63 h 14 Začetek nevrulacije. Oblikovanje nevralne plošče (Slika 8). 
59 h 69 h 15 Oblikovanje nevralnih gub. Pojav cilij na ektodermalnih 
celicah (Slika 8). 
60 h 70 h 17 Nevralni gubi trupne regije sta približani (Slika 8). 
64 h 77 h 20 Nevralni gubi sta zliti, nakazana je glavina regija in očesna 
vezikla ter prvi somiti. 
66 h 80 h 21 Zaključek nevrulacije, oblikovanje glave in povečanje 
očesnih veziklov (Slika 8). 
72 h 3 d, 15 h 22 Faza repnega brsta, oblikuje se škržna plošča (Slika 8). 
3 d, 16 h 4 d 24 Podaljšanje glave, formiranje repnega brsta, somitogeneza. 
4 d 4 d, 6h 25 Podaljšanje repnega brsta, izbočenje glave glede na trup je 
manj izrazito (Slika 8). 
4 d, 19 h 5 d, 10h 28 Stožčasti balanserji, oblikovanje dorzalne repne gube, pojav 
prvih melanofor na trupu (Slika 8). 
5 d, 15 h 6 d, 6h 30 Bitje srca, pojav melanofor na glavi, povečanje brstov za škrg 
(Slika 8).  
6 d 7 d 31 Balanserja sta cilindrična, vzpostavi se krvotok v prvih 2 
škrgah in v anteriornem delu repa. 
7 d 8 d 32 Oblikovana sta brsta za sprednji okončini, krvotok je 
vzpostavljen v vseh 3 škrgah, melanofore trupa so urejene v 
vzdolžno bočno črto in prečno vzdolž somitov (Slika 8).  
8 d 9 d 33 Pigmentiranost glave in somitov se intenzivira. 
10 d 11 d 34 Izleganje ličink, brsta za sprednji okončini sta stožčasta, 
balanserja podaljšana (Slika 8).  
 
 
 
 
se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 4: Značilnosti zarodkov in ličink španskega pupka (P. waltl) pri 20±1 °C. 
11 d 12 d 35 Tanjšanje distalnega dela balanserja, cilindričen anteriorni del 
brsta za okončino.  
13 d 13 d 36 Ličinka je transparentna, vidni so notranji organi (srce, 
želodec, jetra z žolčnikom, črevo in visceralni loki ter slušni 
kapsuli), regresija balanserjev (Slika 8).  
16 d 17 d 37a Usta so funkcionalna in ličinka prične s samostojnim 
prehranjevanjem. Melanofore se pojavijo na dorzalni plavuti 
in predelu kloake. 
17 d 17 d 37b Krvotok je opazen po celemu telesu, rumenjak v črevesni 
steni je vidno resorbiran.  
Oblikovanje zasnov za prste na sprednjih okončinah. 
19 d 20 d 38 Oblikovana sta 2 prsta na sprednjih okončinah. Rumenjak je 
porabljen.  
27 d 28 d 39 Na prednjih okončinah so 3 prsti, oblikovana sta brsta za 
zadnji okončini. Koncentracija melanofor na dorzalni plavuti 
se intenzivira. 
35 d 36 d 40 Oblikovanje IV. prsta na sprednji okončini in podaljšanje 
ostalih. Zadnja okončina je pridobila konusno obliko. 
63 d 64 d 44 Oblikovanje III. prsta na zadnjih okončinah in zasnova za IV. 
prst. 
71 d 72 d 45 Prsti zadnje okončine so podaljšani, oblikovana je zasnova za 
V. prst (Slika 8). 
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se nadaljuje 
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Nadaljevanje Slike 8: Razvojni stadiji španskega pupka (P. waltl) po Shi in Boucaut (1995).  
 
 
 
se nadaljuje 
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Nadaljevanje Slike 8: Razvojni stadiji španskega pupka (P. waltl) po Shi in Boucaut (1995).  
 
 
Slika 8: Razvojni stadiji španskega pupka (P. waltl) po Shi in Boucaut (1995). Številke v levem zgornem kotu 
označujejo razvojne stadije, ki so opisani v preglednici 4. Rdeča puščica označuje rumenjakov čep. Merilo = 1 
mm. 
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Slika 9: Časovnica embrionalnega in post-embrionalnega razvoja španskega pupka P. waltl. Razvojni stadiji 
so podani po Shi in Boucaut (1995). Na horizontalni osi so ure (h) in dnevi (d) ključnih razvojnih sprememb, 
na osnovi katerih določamo razvojne stadije (1-45), ki so nad osjo. Pod horizontalno osjo so izpostavljeni 
prehodi med zaporednimi procesi embriogeneze: 8a-b - gastrulacija, ki sledi blastulaciji, 14 - nevrulacija, 22 -
organogeneza, ki se zaključi z izleganjem ličink (stadij 34). Podrobnejši opis razvojnih stadijev je podan v 
preglednici 4. 
 
4.2  DINAMIKA ODLAGANJA JAJČEC, USPEŠNOST OPLODITVE IN VIABILNOST  
 
V obdobju od februarja do aprila so bili odloženi trije mresti (Preglednica 5). V prvem mrestu 
je odlaganje potekalo v 3 zaporednih dnevih. Odloženih je bilo 311 jajčec, od katerih je bilo 
48,9 % (152 jajčec) viabilnih. Preostala jajčeca so bodisi propadla (18 %), imela marmoriran 
izgled (16 %), bila plesniva (14,5 %) ali pa deformirana (2,6 %). V mrestu je bilo največ 
zigot (58 %), preostali zarodki pa so bili v stadiju zgodnje delitve (38,8 %) ter 3,2 % v fazi 
blastule (Slika 10). Prvi dan je bilo odloženih 104 jajčec, viabilnost je bila 63,5 %, 17,3 % 
jajčec pa je imelo marmoriran videz, pri 14,4 % se je razvoj zaustavil v fazi prve delitve in 
so jajčeca začela razpadati, plesnivih pa je bilo 4,8 % (Preglednica 5). Drugi dan je samica 
odložila še 201 jajčec, viabilnost je bila 40 %. Plesnivih je bilo 40 jajčec (20 %), 40 jajčec 
je propadlo v prvi celični delitvi (20 %), 32 je bilo marmoriranih (16 %) in 4 % deformiranih 
(nepravilna oblika in vdolbine). Tretji dan je bilo odloženih še 6 jajčec, od tega je 1 propadlo 
(16,7 %). 
 
V drugem odlaganju je bilo odloženih 44 jajčec (Preglednica 5), največ je bilo zigot (48 %), 
ostala so bila v procesu  zgodnje delitve (14,3 %) in v fazi blastule (33,3 %) (Slika 10). Dve 
jajčeci sta propadli v stadiju dveh celic (4,4 %).  
 
V zadnjem mrestu je bilo odloženih 53 jajčec (Preglednica 5). Viabilnih je bilo 56,6 % 
zarodkov, ko smo jih analizirali, so bili že v procesu nevrulacije (Slika 10). 18,9 % jajčec je 
bilo marmoriranih, 17 % jajčec je propadlo v fazi nevrulacije, 7,5 % pa je bilo deformiranih. 
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Preglednica 5: Število odloženih in oplojenih jajčec na posamezno odlaganje in delež oploditve ter viabilnosti. 
Odlaganje  Število 
jajčec 
Viabilna Marmorirana Plesniva Propadla Deformirana Oploditve 
[%] 
Viabilnosti 
[%] 
Mrest 1 – 
1.dan 
104 66 18 5 15 0 66,1 63,5 
Mrest 1 – 
2.dan 
201 81 32 40 40 8 60,2 40 
Mrest 1 – 
3. dan 
6 5 0 0 1 0 100 83,3 
Mrest 2. 44 42 0 0 2 0 100 95,5 
Mrest 3. 53 30 10 0 9 4 73,6 56,6 
 
 
Slika 10: Delež razvojnih stadijev v posameznem odlaganju jajčec pri španskem pupku P. waltl.  
 
4.3  UČINEK RA NA RAZVOJ ZARODKOV ŠPANSKEGA PUPKA  
 
Zarodke v razvojnem stadiju blastule in gastrule smo izpostavili štirim različnim 
koncentracijam retinojske kisline (10-6, 10-8, 10-10 in 10-11 M) za 1 uro in 24 ur. V vsakem 
poskusu smo imeli tudi kontrolno skupino zarodkov v 10 % Steinbergovi raztopini. Razvoj 
zarodkov smo vsakodnevno spremljali do izleganja ličink in nato več kot dva meseca po 
njihovem izleganju. 
 
4.3.1 Delež nepravilnosti in preživetje zarodkov izpostavljenih RA 
 
Razvojne nepravilnosti so imeli vsi zarodki (100 %), ki smo jih izpostavili v stadiju blastul 
in gastrul 10-6 M RA za 24 ur, gastrule izpostavljene 1 uro 10-6 M RA in gastrule, ki so bile 
izpostavljene za 24 ur 10-8 M RA (Slika 11). Pri 24 urni izpostavitvi 10-6 M RA zarodki niso 
preživeli (Slika 12). Pri njih se je razvoj zaustavil in so postopoma poginili do 7 dneva 
0
20
40
60
80
100
Zigota Zgodnje delitve Blastula Nevrula
D
e
le
ž 
ra
zv
o
jn
ih
 s
ta
d
ije
v 
[%
]
Razvojni stadiji
Prvi mrest Drugi mrest Tretji mrest
32 
Naiaretto S. Teratogeni učinki retinojske kisline na razvoj zarodkov španskega pupka (Pleurodeles waltl). 
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020 
 
 
razvoja v primeru blastul in v obdobju 14 dni v primeru gastrul. Pri gastrulah, izpostavljenih 
za 1 uro 10-6 M RA, je bilo preživetje do izleganja 100 %, pri 24 urni izpostavitvi gastrul 10-
8 M RA pa je bil delež preživelih nižji (83,3 %).  
Pri blastulah, ki so bile izpostavljene 1 uro 10-6 M in 10-8 M RA nismo zasledili razvojnih 
nepravilnosti (Slika 11), njihovo preživetje do izleganja pa je bilo 100 % (Slika 12). Preživeli 
so tudi vsi zarodki (100 %) pri izpostavitvi gastrul 10-8 M RA za 1 uro (Slika 12), čeprav je 
manjše število zarodkov (10 %) imelo razvojne nepravilnosti (Slika 11). Razvojne 
nepravilnosti so imeli tudi zarodki (16,7 %), ki smo jih v stadiju blastul izpostavili za 24 ur 
10-8 M RA njihovo preživetje pa je bilo 83,3 %. 
Pri nižjih koncentracijah (10-10 M in 10-11 M ) so imeli zarodki razvojne nepravilnosti od 0 
% do 25 % (Slika 11), preživetje pa je bilo od 75 % do 100 % (Slika 12).  
 
Razvojne nepravilnosti so imeli tudi zarodki v kontroli (7,5 %), vendar je bilo preživetje 
zarodkov do izleganja 100 % (Slika 11, 12). 
 
 
Slika 11: Delež razvojnih nepravilnosti pri zarodkih španskega pupka P. waltl v kontrolni skupini (K) in po 
izpostavitvi različnim koncentracijam RA (10-6, 10-8, 10-10 in 10-11 M) za 1 uro in za 24 ur. N = 6 - 12 zarodkov 
na posamezno koncentracijo RA in kontrolo (N = 40). 
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Slika 12: Primerjava preživetja zarodkov španskega pupka P. waltl do izleganja v kontrolni skupini (K) in po 
izpostavitvi različnim koncentracijam RA (10-6, 10-8, 10-10 in 10-11 M) za 1 uro in za 24 ur. Pri izpostavitvi 
blastul in gastrul 10-6 M RA za 24 ur (označeno z zvezdico) ni bilo izleglih ličink, saj se je razvoj zaustavil že 
na zgodnji stopnji razvoja. N = 6 - 12 zarodkov na posamezno koncentracijo RA in kontrolo. 
 
4.3.2 Preživetje ličink izpostavljenih RA   
 
Na sliki 13 je podano preživetje ličink po dveh mesecih od izleganja. Kot je navedeno pod 
točko 4.3.1, do izleganja ličink ni prišlo pri izpostavitvi blastul in gastrul 10-6 M RA za 24 
ur, saj se je razvoj zaustavil že na zgodnji stopnji razvoja. Pri ostalih izpostavitvah RA so se 
ličinke izlegle (točka 4.3.1), vendar po dveh mesecih od izleganja ni bilo preživelih ličink 
po izpostavitvi gastrul 10-8 M RA za 24 ur in 10-6 M RA za 1 uro. Preživetje ličink pa je bilo 
od 80 do 83,3 %, in sicer pri enourni izpostavitvi blastul RA v koncentraciji 10-6 M in 10-8 
M RA ter gastrul 10-8 M RA, kot tudi po 24 urni izpostavitvi blastul 10-8 M RA.  
 
V kontrolnih skupinah so se izlegli vsi zarodki, preživetje ličink pa je bilo v razponu od 70 
do 100 %, predvsem zaradi razvojnih nepravilnosti, kot tudi zaradi kanabalizma med 
ličinkami. Podobno kot v kontroli, je bilo preživetje ličink (60 do 100 %) tudi po izpostavitvi 
zarodkov (blastul in gastrul) v nižje koncentracije RA (10-10 M in 10-11 M).  
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Slika 13: Primerjava preživetja ličink španskega pupka P. waltl po dveh mesecih od izleganja v kontrolnih 
skupinah (K) in pri izpostavitvi zarodkov različnim koncentracijam RA za 1 uro in 24 ur. Pri izpostavitvi blastul 
in gastrul 10-6 M RA za 24 ur (označeno z zvezdico) ni bilo izleglih ličink, saj se je razvoj zaustavil že na 
zgodnji stopnji razvoja. N = 6 - 12 zarodkov na posamezno koncentracijo RA in kontrolo. 
 
4.3.3 Učinek RA na razvoj blastul  
 
4.3.3.1 Učinek nižjih koncentracij RA na razvoj blastul 
 
Blastule izpostavljene 10-11 M in 10-10 M RA za 1 uro in 24 ur so se večinoma razvijale 
normalno (Slika 11). Po 72 urah razvoja, v stadiju zgodnjega repnega brsta (stadij 22 po Shi 
in Boucaut, 1995) (Slika 14a-d), je bila nevralna cev zaprta, v glavinem delu sta vidna očesna 
vezikla in območje škržne plošče, vidni so bili prvi somiti na vsaki strani hrbtne strune. Pri 
24 urni izpostavitvi 10-11 M RA sta dva zarodka imela razvojne nepravilnosti (Slika 14d), ki 
so se izražale kot nepopolno zaprtje sprednjega ali pa zadnjega dela nevralne cevi (anteriorni 
in posteriorni nevroporus), oba sta bila brez glave in imela napihnjen trebušni del. Pri 
zarodku s posteriornim nevroporus je le-ta ostal odprt tudi v nadaljnjem razvoju, glava se ni 
oblikovala, škržna regija je ostala nerazvita, trebušni del je ostal napihnjen, pojavil se je tudi 
skupek manjših bul (Slika 15f). Zarodek je sedmi dan razvoja poginil. Nekateri zarodki so 
imeli preščipnjeno rumenjakovo območje in neprosojno bulo na boku (Slika 15d, e), vendar 
so te nepravilnosti kasneje izginile. Pri enem zarodku smo opazili zaostajanje v razvoju 
(počasen razvoj oči, manjše škrge in balanserji, izrazito prekrvavljeno perikardialno 
območje) (Slika 16b), kar se je odražalo tudi pri ličinki (Slika 16d), ki je imela majhne oči, 
glava je bila kratka široka z nesimetričnimi balanserji in nepopolnoma razvejanimi škrgami, 
telesna os je bila krajša, pigment pa nepravilno razporejen.   
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Pri zarodkih, ki so bili izpostavljeni 1 uro 10-11 M RA ni bilo vidnih odstopanj od kontrole, 
kot tudi ne pri izpostavitvi za 1 uro in za 24 ur 10-10 M RA (z izjemo enega, ki je med 
nevrulacijo propadel). Primerljiv razvoj s kontrolo prikazuje slika 17, glava je pravilno 
oblikovana in izravnana, z zasnovami za nosnici, normalno razvitima zasnovama za oči, z 
zasnovo za usta (stomodeum), kratkima balanserjima in tremi pari brstov za škrge (v prvih 
dveh brstih je že bila vidna prekrivavitev). Mišice trupa so členjene, imeli so mišični odziv 
in srčni utrip, oblikovana je hrbtna in repna guba.  
 
Razen enega (Slika 16b), zarodki v razvojnem stadiju blastule, ki so bili izpostavljeni 10-10 
M in 10-11 M RA niso imeli težav z izleglanjem iz ovoja.  
  
 
Slika 14: Primerjava zarodkov, ki so bili v razvojenem stadiju blastule izpostavljeni 10-10 M RA in 10-11 M RA 
za 1 uro in 24 ur, s kontrolo po 72 urah razvoja. Kontrola (a) je na razvojnem stadiju zgodnjega repnega brsta 
(stadij 22 po Shi in Boucaut, 1995). Zarodki izpostavljeni RA za 1 uro (b & c) in 24 ur (d). Zasnova za oči (1), 
zasnova za škržno ploščo (2), prvi somiti (3). Odprt posteriorni nevropor (bela puščica) in napihnjen trebušni 
del (rdeča puščica). Merilo = 1 mm. 
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Slika 15: Primerjava zarodkov, ki so bili v razvojnem stadiju blastule izpostavljeni 10-10 M RA in 10-11 M RA 
za 24 ur, s kontrolo po 5 dneh razvoja. a) Kontrola, stadij 30 po Shi in Boucaut (1995). b-f) Zarodki v 10-10 M 
RA (b) in 10-11 M RA (c - f). Preščipnjeno rumenjakovo območje (rdeča puščica), neprosojna bula na boku 
(bela puščica). Na sliki f) je zarodek z največ nepravilnostmi. Merilo = 1 mm 
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Slika 16: Primerjava zarodkov, ki so bili v razvojnem stadiju blastule izpostavljeni 10-11 M RA za 24 ur, s 
kontrolo po 7 in 15 dneh razvoja. Kontrola na razvojnem stadiju 32 (a) in 36 (c) po Shi in Boucaut (1995). 
Zarodki po 7 dneh razvoja (a & b) in 15 dneh razvoja (c & d). b) Zarodek s počasnejšim razvojem, nepravilno 
pigmentacijo, manjšimi škrgami ter rahlo povečanim in izrazito prekrvavljenim perikardialnim območjem. d) 
Osebek s slike b po 15 dneh razvoja. Merilo = 1 mm. 
 
 
Slika 17: Primerjava zarodkov, ki so bili v razvojnem stadiju blastule izpostavljeni 10-10 M za 24 ur, s kontrolo 
po 7 dneh razvoja. Kontrola (a) na razvojnem stadiju 32 po Shi in Boucaut (1995) in normalen razvoj zarodka 
(b) po izpostavitvi blastul v RA. Merilo = 1 mm. 
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4.3.3.2 Učinek višjih koncentracij RA na razvoj blastul 
 
4.3.3.2.1 Izpostavitev zarodkov v razvojnem stadiju blastule 10-8 M RA za 1 uro in 24 ur 
 
Razvoj zarodkov po 1 urni izpostavitvi blastul v 10-8 M RA ni bistveno odstopal od kontrole, 
prav tako sta po 24 urni izpostavitvi imela razvojne nepravilnosti le dva zarodka. Pri slednjih, 
smo sicer prve razvojne nepravilnosti zasledili pri več zarodkih, na razvojnem stadiju 
zgodnjega repnega brsta (stadij 22 po Shi in Boucaut, 1995) (Slika 18a, b), vendar so se 
nekatere od njih v nadaljevanju razvoja normalizirale. V tem stadiju razvoja so imeli bodisi: 
i) nepravilno oblikovano glavino področje, ii) nerazvit glavin del, kratko telesno os in 
povečan trebušni del, ali pa iii) odprt posteriorni del nevralne cevi. V razvojnem stadiju 30 
po Shi in Boucaut (1995) je posteriorni nevropor izginil, nepravilnosti glave so bile manj 
izrazite. Pri enem (Slika 19c) je telesna os ostala kratka, glava je bila nepravilno oblikovana 
in majhna brez glavinih struktur, zasnove za škrge, so bile na eni strani glave izrazitejše, v 
trebušnem delu za perikardom je imel skupek celic. Razvoj zarodka se je v tem stadiju sicer 
nadaljeval (Slika 19d), oblikovala se je hrbtna guba, oblikovale so se škrge, vendar le na eni 
strani glave, skupek celic na trebušnem delu je izginil, rumenjak v trebušni steni je bil 
nepravilno razporejen, prav tako je bila izrazitejša pigmentiranost vzdolž hrbtne strune, v 
ovoju pa so bile vidne posamezne odluščene celice, kmalu za tem pa se je razvoj zaustavil. 
Zarodek s podobnim fenotipom (kratka telesna os, nepravilno oblikovanje glave) je 
nadaljeval razvoj do ličinke (Slika 20b), vendar se ni izlegel. Ovoj smo odstranili in 14. dan 
razvoja fiksirali, saj se usta niso oblikovala. Telesna os je ostala kratka, glava pa kratka in 
široka brez oči, balanserji so bili nesimetrično razporejeni, škrge pa niso bile popolnoma 
razvejane. Kožne gube so bile povečane, pigmentiranost slaba in predvsem skoncentrirana 
v kavdalnem delu.  
 
Vsi preživeli zarodki (83,3 %) iz 24 urne izpostavitve blastul v 10-8 M RA (Slika 13) so se, 
navkljub razvojnim nepravilnostim, izlegli in nadaljevali z razvojem.  
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Slika 18: Primerjava zarodkov, ki so bili v razvojnem stadiju blastule izpostavljeni 10-8 M RA za 24 ur, s 
kontrolo po 3 dneh razvoja. a) Kontrola, stadij zgodnjega repnega brsta. b) Nepravilen razvoj glave (bela 
puščica), krajša telesna os, napihnjen trebušni del (rumena puščica) in odprt posteriorni nevropor (zelena 
puščica). Merilo = 1 mm. 
 
 
Slika 19: Primerjava zarodkov, ki so bili v razvojnem stadiju blastule izpostavljeni 10-8 M RA za 24 ur, s 
kontrolo po 5 in 7 dneh razvoja. Kontrola (a & b), stadij razvoja 30 in 32 po Shi in Boucaut (1995). 
Malformacije (c & d) v področju glave (bela puščica), škržne regije (zelena puščica), kratka telesna os s hrbtno 
gubo (rdeča puščica), skupek celic (rumena puščica). Merilo = 1 mm. 
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Slika 20: Primerjava ličink, ki so bile v razvojnem stadiju blastule izpostavljene 10-8 M RA za 24 ur, s kontrolo 
po 14 dneh razvoja. a) Kontrola. b) Ličinka po izpostavitvi RA: kratka in ukrivljena telesna os, glava kratka in 
široka, brez oči in ust (črna puščica), asimetričen razvoj škrg in balanserjev, povečane kožne gube, 
pigmentiranost je slaba. Merilo = 1 mm. 
 
4.3.3.2.2 Izpostavitev zarodkov v razvojnem stadiju blastule 10-6 M RA za 1 uro in 24 ur 
 
Izpostavitev blastul 10-6 M RA za 24 ur je privedla do letalnih malformacij. Sedmi dan 
razvoja se je njihov razvoj zaustavil. Po 1 urni izpostavitvi RA ni bilo bistvenih odstopanj 
od kontrole. 
 
Po 24 urni izpostavitvi blastul visoki koncentraciji RA je razvoj potekal bistveno počasneje 
(Slika 21b) kot v kontrolni skupini (Slika 21a). Medtem ko so bili zarodki v kontrolni skupini 
po 72 urah razvoja v stadiju repnega brsta (stadij 22 po Shi in Boucaut, 1995), so bili tretirani 
zarodki v procesu nevrulacije, vsi z razvojnimi nepravilnostmi (Slika 21b). Pri vseh smo 
zasledili kratko telesno os in nepravilno zapiranje nevralne cevi, 86 % zarodkov je imelo 
napihnjen trebušni del (Slika 22a). Njihov razvoj je minimalno napredoval (Slika 22b), 
nepopoln je bil proces zapiranja nevralne cevi v glavini regiji in v posteriornem delu (67 %) 
(Slika 23b), glava se ni oblikovala, pojavili so se ektopični izrastki (25 %) (Slika 23c), 
trebušni del je ostal povečan (83 %), v trupnem delu ni bilo somitov, telesna os je pri vseh 
ostala kratka. Sedmi dan razvoja je ostal viabilen samo en zarodek (Slika 23d), ki ni imel 
glave, posteriorni nevropor je ostal odprt, trebušni del je bil napihnjen in poln tekočine, 
telesna os kratka, ob hordi so se skoncentrirale maloštevilne melanofore. Ob dotiku se je 
zarodek premikal. Na hrbtni strani se je oblikovala nagubana in predeljena plavutna guba. 
Zarodek smo uspavali in fiksirali v formalinu za histološko analizo. 
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Slika 21: Primerjava zarodkov, ki so bili v razvojnem stadiju blastule izpostavljeni 10-6 M RA za 24 ur, s 
kontrolo po 72 urah razvoja. a) Kontrola, razvojni stadij 22 po Shi in Boucaut (1995). b - d) Zapiranje nevralne 
cevi je nepravilno, trebušni del je in napihnjen, telesna os kratka. Merilo = 1 mm. 
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Slika 22: Delež malformacij zarodkov, ki so bili v razvojnem stadiju blastule izpostavljeni 10-6 M RA za 24 
ur, po 72 urah razvoja (a) in po 5 dneh razvoja (b). 
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Slika 23: Zarodki, ki so bili v razvojnem stadiju blastule izpostavljeni 10-6 M RA za 24 ur, po 5 in 7 dneh 
razvoja. Zarodki po 5 dneh razvoja (a – c) in zarodek po 7 dneh razvoja (d). Prave glave ni, telesna os je kratka, 
odprta nevralna cev v glavinem delu (bela puščica), nevropor v posteriornom delu (rumena puščica), ektopični 
izrastek (rdeča puščica). Merilo = 1 mm. 
 
4.3.4 Učinek RA na razvoj gastrul 
 
Teratogeni učinek RA smo opazili pri izpostavitvi gastrul tako 10-6 M in 10-8 M RA za 24 
ur, kot tudi pri 1 urni izpostavitvi gastrul v 10-6 M RA. Zarodki so nadaljevali z razvojem, 
vendar so vsi imeli številne razvojne nepravilnosti. Pri nižjih koncentracijah RA (10-10 M in 
10-11 M) in tudi pri izpostavitvi 10-8 M RA za 1 uro je nadaljnji razvoj večinoma potekal 
normalno.  
 
4.3.4.1 Učinek nižjih koncentracij RA na razvoj gastrul  
 
4.3.4.1.1 Izpostavitev zarodkov v razvojnem stadiju gastrule 10-10 M in 10-11 M RA za 24 
ur 
 
Razvoj gastrul izpostavljenih 10-10 M in 10-11 M RA za 24 ur je večinoma potekal primerljivo 
s kontrolo (Slika 24a, b & 25a, b). Dva zarodka izpostavljena 10-11 M RA sta po 96 urah 
razvoja zaostajala v razvoju (pričakovani stadij 25 po Shi in Boucaut, 1995), glava je bila 
nepravilno oblikovana, zapiranje nevralne cevi je bilo nepopolno, telesna os je bila krajša in 
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pri dveh zarodkov smo zasledili odprti posteriorni nevropor (Slika 24c, d). Njun razvoj se je 
zaustavil po 5 do 6 dneh razvoja. Tudi pri zarodkih iz 10-10 M RA so se razvojne 
nepravilnosti izrazile le pri dveh malo kasneje, med organogenezo (stadij 31 po Shi in 
Boucaut, 1995). Imela sta nepravilen razvoj glave (Slika 25c, d), telesna os je ostala kratka, 
na trebušnem delu so se pojavile manjše neprosojne bule (Slika 25c, d), rumenjak je bil 
nepravilno razporejen, repni del je ostal kratek, hrbtna guba se ni popolnoma oblikovala. 
Njun razvoj se je zaustavil po 9 dneh do 15 dneh. Preostali zarodki iz obeh koncentracij RA, 
razvojnih nepravilnosti niso imeli in so se tudi izlegli (razen dveh iz 10-10 M RA, kjer smo 
morali ovoj odstraniti). Izlegle ličinke so se normalno razvijale in pričele s samostojnim 
prehranjevanjem. Dva meseca po izpostavitvi je bilo viabilnih 83,3 % ličink tretiranih z 10-
11 M RA in 75 % tretiranih z 10-10 M RA (Slika 13). 
 
4.3.4.1.2 Izpostavitev zarodkov v razvojnem stadiju gastrule 10-10 M in 10-11 M RA za 1 
uro 
 
Učinka RA pri 1 urni izpostavitvi gastrul v 10-10 in 10-11 M RA nismo opazili, razen pri enem 
zarodku izpostavljenem v 10-10 M RA (Slika 26a, b). Zarodek je imel majhno glavo, pokrnele 
škrge, krajšo in ukrivljeno telesno os ter nerazvito repno regijo in je poginil. 
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Slika 24: Primerjava zarodkov, ki so bili v razvojnem stadiju gastrule izpostavljeni 10-11 M RA za 24 ur, s 
kontrolo po 96 urah razvoja. Kontrola (a) na razvojnem stadiju 25 po Shi in Boucaut (1995). Pri večini 
izpostavljenih zarodkov (b) je razvoj primerljiv s kontrolnimi zarodki, z izjemo dveh (c & d). Odprt posteriorni 
nevropor (bela puščica), nerazvita glava (rdeča puščica) in posamične odluščene celice v ovoju (slika c). Merilo 
= 1 mm. 
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Slika 25: Primerjava zarodkov, ki so bilo v razvojnem stadiju gastrule izpostavljeni 10-10 M RA za 24 ur, s 
kontrolo po 6 dneh razvoja. Kontrola (a) na razvojnem stadiju 31 po Shi in Boucaut (1995). Večina 
izpostavljenih zarodkov se je razvijala normalno (b), razen dveh zarodkov (c-d). Majhna glava (bela puščica), 
kratka telesna os, neoblikovan repni brst (modri krog), neprosojna bula (zelena puščica), pokrnele škrge 
(rumena puščica), brez balanserjev. Merilo = 1 mm. 
 
 
Slika 26: Zarodki, ki so bili v razvojnem stadiju gastrule izpostavljeni 10-10 M RA za 1 uro, po 5 dneh razvoja. 
Večina izpostavljenih zarodkov se je razvijala normalno (a). Na sliki b je zarodek s krajšo in ukrivljeno telesno 
osjo, glava je majhna (bela puščica), škrge so pokrnele (rumena puščica), majhen brst za balanser (rdeča 
puščica), repna regija je nerazvita z skupki celic (modri krog). Merilo = 1 mm. 
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4.3.4.2 Učinek višjih koncentracij RA na razvoj gastrul 
 
4.3.4.2.1 Izpostavitev zarodkov v razvojnem stadiju gastrule 10-8 M RA za 1 uro in 24 ur 
 
Številne nepravilnosti v razvoju so imeli vsi zarodki iz 24-urne izpostavitve gastrul 10-8 M 
RA ter le dva zarodka iz 1 urne izpostavitve.  
 
Med zgodnjim razvojem zarodkov iz 24-urne izpostavitve gastrul 10-8 M RA ni bilo vidnih 
odstopanj od kontrole (stadij 21 po Shi in Boucaut, 1995) (Slika 27a, b). Prve spremembe so 
bile opazne četrti dan razvoja, ko je organogeneza napredovala (razvojni stadij 25 po Shi in 
Boucaut, 1995) (Slika 28a). Glede na kontrolo (Slika 28a) so imeli bodisi manjšo ali pa večjo 
glavo (N = 4), bule v ventralnem območju ali pa napihnjen trebušni del (N = 5) (Slika 28b), 
hordo, ki je segala izven repa (N = 4) in ukrivljen rep (Slika 28 d). Po 6 dneh (Slika 28f), pri 
večini ni bilo vidnih zasnov za oči (N = 10) in balanserjev (N = 11) (Slika 28h), škrge pa so 
bile majhne in kratke (N = 12) (Slika 28g, h). Telesna os je bila krajša kot pri kontroli, pri 
nekaterih tudi ukrivljena, rep je kratek in ukrivljen (N = 9), pri nekaterih celo razcepljen (N 
= 4) (Slika 28f, g). Vidne so tudi bule z ventralne ali pa bočne strani (N = 3). Osmi dan 
razvoja so bila odstopanja od kontrole še izrazitejša (razvojni stadij 33 po Shi in Boucaut, 
1995); glava je bila brez oči, ali so bile oči nepopolnoma razvite in brez leče (Slika 29b, c, 
d), bolj opazen je tudi razcepljen rep (Slika 29b), ektopično izraščanje balanserja iz očesnega 
območja (sicer samo pri enem zarodku) (Slika 29c), velike škrge vendar slabše razvejane 
(Slika 29d) ali pa majhne škrge (Slika 29c). V splošnem je bila pigmentiranost zarodkov 
slabša glede na kontrolo.  
 
Do izleganja iz ovoja ni prišlo, zato smo ovoje odstranili. Po 14 dneh po izpostavitvi 10-8 M 
RA za 24 ur so bile razvojne nepravilnosti ličink zelo izrazite (Slika 30b-h). Glava je bila 
manjša, anteriorno ožja in posteriorno širša. Vidna je velika variabilnost v razvoju oči, od 
majhnih oči (Slika 30e), oči brez leče (Slika 30b), bilateralne asimetrije (Slika 30e), 
nepopolnega zapiranja očesne čaše (Slika 30f), do kiklopije (Slika 30c, d, h). Večina je imela 
obsežne in slabo razvejane škrge (Slika 30b-g), dva pa manjše škgre, hrustanci visceralnega 
skeleta so bili nepravilno razporejeni in veliki (Slika 30d, h). Zasnovi za sprednji okončini 
sta večji kot pri kontroli in z nakazanima dvema prstoma, hrbtna guba je predeljena, 
povečana in pri nekaterih nagubana (Slika 30c, g), regija pod perikardom je odebeljena 
(najverjetneje na račun jeter) (Slika 30d), pri nekaterih so bile vidne prosojne bule na hrbtni 
strani, večina je imela povečan proktodeum (Slika 30d), rep pa je bil pri nekaterih razcepljen 
(Slika 30g). Zaradi nefunkcionalnih ust in posledično nemožnosti samostojnega 
prehranjevanja, smo ličinke, ko so porabile hranivo v ventralni steni črevesa (stadij razvoja 
37), uspavali in fiksirali v formalinu.  
 
Pri zarodkih iz enourne izpostavitve 10-8 M RA so se razvojne nepravilnosti izrazile le pri 
enem, v obdobju organogeneze v razvojnem stadiju 32 po Shi in Boucaut (1995). Glede na 
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ostale zarodke, ki so se normalno razvijali (Slike 31a), je imel kratko telesno os, majhno 
glavo, slabše razvite oči in brste za škrge, kratke balanserje, napihnjen trebušni del in bule v 
trebušnem delu, ki pa so sčasoma izginile (Slika 31b). Po 14 dneh razvoja (Slika 31c, d) je 
telesna os ostala kratka, rep kratek in ukrivljen, glava kratka in široka, balanserja 
asimetrična, škrge slabše razvejane in asimetrične, trebuh napihnjen, razvila sta se stožčasta 
brsta za okončine, pigmentiranost je bila neenakomerna in predvsem skoncentrirana v 
kavdalnem delu. Zarodek smo uspavali in fiksirali v formalinu. Preostali zarodki iz 1-urne 
izpostavitve RA so se normalno razvijali in se izlegli. Dva meseca po izpostavitvi 10-8 M 
RA je bilo preživetje ličink 80 % (Slika 13).  
 
 
Slika 27: Primerjava zarodkov, ki so bili v razvojnem stadiju gastrule izpostavljeni 10-8 M RA za 24 ur, s 
kontrolo v razvojnem stadiju 21 po Shi in Boucaut (1995). Primerjava nevrul kontrole (a) in tretiranega zarodka 
(b). Merilo = 1 mm. 
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Slika 28: Primerjava zarodkov, ki so bili v razvojnem stadiju gastrule izpostavljeni 10-8 M RA za 24 ur, s 
kontrolo po 4, 5 in 6 dneh razvoja. a – b) 4 dni razvoja. Kontrola (a) v fazi 25 po Shi in Boucaut (1995). 
Tretirani zarodki (b); bule na glavi (zelena puščica) ali pa trebušni strani (zelena puščica), napihnjen trebušni 
del (rdeča puščica). c - d) 5 dni razvoja. Kontrola (c) v fazi 30 po Shi in Boucaut (1995). Tretirani zarodki (d) 
nepravilen razvoje glave, ukrivljen rep (modra puščica), horda sega izven repa (modri krog). e - h) 6 dni 
razvoja. Kontrola (e) v fazi 31 po Shi in Boucaut (1995). Tretirani zarodki (f -h) brez balanserjev, slabo vidni 
očesni čaši (bela puščica), majhni brsti za škrge (rumena puščica), bule na trebušni strani (zelena puščica), rep 
ukrivljen (modra puščica) in razcepljen (oranžni krog), pigmentiranost je slaba. Merilo (a, b, e, f, g, h) = 1 mm; 
merilo (c & d) = 5 mm. 
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Slika 29: Primerjava zarodkov, ki so bili v razvojnem stadiju gastrule izpostavljeni 10-8 M RA za 24 ur, s 
kontrolo po 8 dneh razvoja. Kontrola (a) v stadiju 33 po Shi in Boucaut (1995) in zarodki z malformacijami (b 
– d). Razcepljen rep (oranžni krog), visoka hrbtna plavut (bela puščica), balanser iz očesa (vijolični krog), 
očesna čaša brez leče (beli krog), velike škrge (rumena puščica) (d). Merilo = 1 mm. 
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Slika 30: Primerjava ličink, ki so bile v razvojnem stadiju gastrule izpostavljene 10-8 M RA za 24 ur, s kontrolo 
po 14 dneh razvoja. a) Kontrola v fazi 35 po Shi in Boucaut (1995). b - h) Ličinke z razvojnimi nepravilnostmi. 
Kikolpija (1), dolge in nepopolno razvejane škrge (2), skupek hrustančnega tkiva (3), sprednja okončina (4), 
prosojna bula (5), predeljena hrbtna guba (6), zadebeljeno območje pod perikardom (7), povečan proktodeum 
(8), majhne oči (9), nepopolno zapiranje očesne čaše (10), oči brez leče (11), ne popolnoma razvite škrge (12), 
kratka telesna os (13), naguban rep (14), razcepljen rep (15). Merilo = 1 mm. 
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Slika 31: Zarodki in ličinke, ki so bili v razvojnem stadiju gastrule izpostavljeni 10-8 M RA za 1 uro, po 6, 9 in 
14 dneh razvoja. a) Normalen razvoj zarodka, 6 dni po izpostavitvi RA. b) Zarodek z nepravilnostmi, 9 dni 
razvoja. Majhna glava (1), slabo pigmentirana očesna čaša (2), kratka balanserja 3), nagubano perikardialno 
območje (4), kratka brsta za škrge (5), kratka telesna os (6), hrbtna guba (7), napihnjen  trebušni del (8) s 
skupkom celic (9). c) Kontrola po 14 dneh v stadiju 36 po Shi in Boucaut (1995). d) Zarodek z nepravilnostmi 
s slike b, po 14 dneh razvoja. Merilo = 1 mm. 
 
4.3.4.2.2 Izpostavitev zarodkov v razvojnem stadiju gastrule 10-6 M RA za 1 uro in 24 ur  
 
Pri obeh časovnih izpostavitvah (1 in 24 ur) so vidne razvojne nepravilnosti, ki so izrazitejše 
po 24-urni izpostavitvi RA.  
 
Po 24-urni izpostavitvi gastrul 10-6 M je nevrulacija pri vseh zarodkih potekala nepravilno, 
tako, kot tudi pri enem zarodku, ki je bil izpostavljen tej koncentaciji RA eno uro. V 
primerjavi s kontrolo, kjer je nevrulacija po 3 dneh razvoja že zaključena (Slika 32a), so 
zarodki iz 24-urne izpostavitve še vedno v procesu nevrulacije, v posteriornem koncu pa je 
viden obširen rumenjakov čep (Slika 32b). Nepravilnosti so izrazitejše po 4 dneh razvoja 
(Slika 32d), razvoj pa je počasnejši glede na kontrolo (slika 32c). Vsi zarodki imajo odprt 
anteriorni ali pa posteriorni nevropor (slika 32e, f), pri nekaterih se je razvoj ustavil v fazi 
nevrulacije (slika 32e), pri drugih se je razvoj nadaljeval vendar nenormalno (slika 32f). 
Večina zarodkov (z izjemo dveh) iz 1-urne izpostavitve se je razvijala podobno kot zarodki 
iz kontrole (zgodnji repni brst ali stadij 25 po Shi in Boucaut, 1995).  
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Po 6 dneh razvoja so imeli zarodki, ki so bili izpostavljeni 24 ur RA, nerazvit glavin del 
(Slika 33a, c), nevropor v anterirnem ali pa posteriornem delu, večina je imela edeme (Slika 
33a, c), in tudi skupke celic na trebušni strani (Slika 33c). Kasneje se je glavin del napihnil 
in postal prosojen (Slika 34d, e), edem se je razširil čez celotni trebušni del, zapiranje 
nevralne cevi v posteriornem koncu je nepopolno, pigment pa je bil skoncentriran predvsem 
v kavdalnem delu, ki je kratek (Slika 34a-e). Pri nekaterih se je oblikovala majhna in 
nagubana hrbtna guba (Slika 34a-d). Pri večini zarodkov je bilo vidno bitje srca (Slika 34d, 
e).  
 
Zarodki, ki so bili izpostavljeni RA za 1 uro so imeli po 6 dneh razvoja povečan trebušni del 
(N = 4), dva sta bila še vedno v procesu nevrulacije, ostali (N = 4) pa so se razvijali normalno 
(Slika 35a). Pozneje v razvoju so imeli majhne očesne zasnove, kratke škrge ali pa bili brez 
škrg (Slika 35b & c). V dorzalno-lateralnem delu za glavo sta vidni izraziti izboklini, ki sta 
lahko zasnovi za okončini, vendar večji, kot je normalno (Slika 35c). Trebušni del je 
nekoliko napihnjen in neprosojen (Slika 35b), rep je kratek in ukrivljen (Slika 35c) ali pa 
repa ni (Slika 35b). Perikard je napihnjen, srce pa cevasto in brez srčnega utripa (Slika 35b). 
 
Po 14 dneh razvoja je večina zarodkov, ki so bili izpostavljeni RA eno uro, imela nepravilno 
razvito glavo (Slika 36a-d). Bila je majhna, anteriorno ožja in posteriorno širša ali 
napihnjena. Nekateri zarodki so imeli majhne oči, brez leče, oziroma oči niso bile vidne. 
Škrge so bile bodisi slabo razvite, obsežnejše, vendar manj razvejane, asimetrične ali pa jih 
ni bilo. Balanserji in usta se niso razvili. Razvoj brstov za sprednji okončini je bil zelo 
variabilen, bodisi so bili konične oblike, ali pa sta bila že nakazana dva prsta, medtem, ko je 
imela kontrolna skupina zarodkov veslasto obliko brstov in brez nakazanih dveh prstov 
(Slika 36b, d). Zarodki z napihnjenim perikardom so imeli cevasto srce (Slika 36c). Viden 
je bil edem celotnega telesa. Rep je bil pri večini kratek in ukrivljen, pigmentiranost telesa 
pa slaba, neenakomerna in predvsem skoncentrirana v kavdalnem delu. Telesna os je bila 
bodisi kratka ali krajša, kot pri kontrolni skupini. Hrbtna in repna sta bili povečani ali pa ju 
ni bilo.  
 
Po dveh tednih razvoja, od izpostavitve 10-6 M RA za 1 uro in 24 ur, so vsi zarodki imeli 
vsaj eno malformacijo, le-te so bile izrazitejše po 24-urni izpostavitvi RA. Vsi za 24 ur 
izpostavljeni zarodki, so v obdobju dveh tednov postopoma poginili. Pri krajši izpostavitvi 
(1 ura) RA je prišlo do izleganja ličink (odstranili smo jim ovoj), vendar so v razponu 1 
meseca poginile. 
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Slika 32: Primerjava zarodkov, ki so bili v razvojnem stadiju gastrule izpostavljeni 10-6 M RA za 24 ur, s 
kontrolno skupino po 3 in 4 dneh razvoja. a & c) Kontrola v stadiju razvoja 22 in 25 po Shi in Boucaut (1995). 
b) & d - f) Razvojne nepravilnosti pri nevrulah. Rumenjakov čep (puščica). Merilo = 1 mm. 
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Slika 33: Malformacije zarodkov, ki so bili v razvojnem stadiju gastrule izpostavljeni 10-6 M RA za 24 ur, po 
6 dneh razvoja. Odsotnost glave (1), kratka telesna os (2), odprt anteriorni/posteriorni nevropor (bela puščica), 
odsotnost repnega brsta (3), skupki celic na trebušni strani (4), edem (5), celice znotraj ovoja (6). Merilo = 1 
mm. 
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Slika 34: Malformacije zarodkov, ki so bili v razvojnem stadiju gastrule izpostavljeni 10-6 M RA za 24 ur. 7 
dni (a & c), 8 dni (b) in 14 dni razvoja (d & e). Napihnjeno glavino področje (1), kratka telesna os, pigment 
skoncentriran v kavdalnem delu (2), nizka in nagubana hrbtna guba (3), napihnjen in prosojen perikard (4) in 
edemi celotnega telesa (5). Merilo = 1mm. 
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Slika 35: Malformacije zarodkov, ki so bili v razvojnem stadiju gastrule izpostavljeni 10-6 M RA za 1 uro. a) 
Zarodki po 6 dneh razvoja z ukrivljenim repom in po 8 dneh razvoja (b & c). Majhna glava (1) in očesna čaša 
(2), kratka telesna os (3), nepopolno razvita škržna regija (4), napihnjen perikard s cevastim srcem (5), 
rumenjakov čep (6), povečan brst za okončino (7), nepopolno razvita hrbtna (8) in repna (9) guba, ukrivljen 
rep (10). Merilo = 1 mm. 
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Slika 36: Variabilnost malformacij zarodkov, ki so bili v razvojnem stadiju gastrule izpostavljeni 10-6 M RA 
za 1 uro, po 14 dneh razvoja. Zarodki imajo bodisi majhno glavo (1) ali pa napihnjeno glavino območje (2) in 
v nekaj primerih tudi širšo glavo (3). Oči so večinoma majhne in brez leče (4), škrge so bodisi slabo razvite (6) 
ali pa zelo obsežne vendar slabo razvejane (5). Brsti za okončine z dvema prstoma (7) ali pa konične oblike 
(8). Perikard je napihnjen  s cevastim srcem (9), telesna os (10) je kratka ali pa krajša, rep pa večinoma kratek 
in ukrivljen (11) in intenzivneje pigmentiran (12). Pri nekaterih je opazno nepopolno zapiranje posteriornega 
nevroporusa (13). Merilo = 1 mm. 
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4.3.5 Povzetek in primerjava razvojnih nepravilnosti med blastulo in gastrulo v RA 
 
V preglednici 6 so prikazane vse razvojne nepravilnosti ali malformacije po izpostavitvi 
zarodkov (blastul in gastrul) različnim koncentracijam RA. V spodnjem besedilu pa 
povzemamo malformacije pri višjih koncentracijah RA (10-6 M in 10-8 M), saj pri nižjih 
koncentracijah RA (10-10 M in 10-11 M) večinoma ni bilo odstopanja od kontrole skupine. 
Pri slednjih, so bile razvojne nepravilnosti in malformacije zastopane le v redkih primerih. 
Bile so podobne, kot pri tretiranih zarodkih in kontroli (glej točko 4.3.6). 
 
Malformacije po izpostavitvi 10-6 M RA  
Po 1 urni izpostavitvi blastul in gastrul 10-6 M RA so razvojne nepravilnosti imeli le zarodki 
izpostavljenih gastrul (Slika 37b). Pri blastulah je razvoj potekal normalno. Razvojne 
nepravilnosti po izpostavitvi gastul so bile tudi variabilne:  
 glava majhna, ožja v anteriornem delu in širša posteriorno ali pa napihnjena, 
 majhne oči in pri nekaterih brez leče ali pa oči ni, 
 slabo razvite škrge, zelo obsežne vendar slabo razvejane, asimetrične ali pa se niso 
razvile,  
 brez balanserjev in ust, 
 kratka ali krajša telesna os z ukrivljenim in tudi lahko razcepljenim repom,  
 povečana hrbtna in repna guba ali pa ju ni,  
 pigmentiranost slaba, neenakomerna ali skoncentrirana v kavdalnem delu,   
 napihnjen perikard,  
 edem celotnega telesa, 
 pri nekaterih odprt posteriorni nevropor. 
 
Po 24 urni izpostavitvi blastul in gastrul 10-6 M RA (37c, d) so bile razvojne nepravilnosti 
letalne. Zarodki so preživeli bodisi 7 dni (v primeru blastul) in do 14 dni (v primeru gastul). 
Zapiranje nevralne cevi je v obeh primerih potekalo nepravilno (anteriorni in posteriorni 
nevropor), telesna os je ostala kratka, hrbtna guba je bila nizka in valovita, imeli so bodisi 
napihnjen trebušni del (blastule) ali pa obsežen prosojen edem celotnega telesa (gastrule). 
Pri izpostavljenih blastulah se glavina in srčna regija nista oblikovali. Pri izpostavljenih 
gastrulah pa je bil glavin del napihnjen in pri večini smo zaznali bitje srca. V splošnem je 
bila pigmentiranost slabša, z intenzivnejšo pigmentiranostjo kavdalnega konca, pri 
izpostavljenih gastrulah.  
 
Malformacije po izpostavitvi 10-8 M RA  
Po 24-urni izpostavitvi blastul in 1-urni izpostavitvi gastrul 10-8 M RA so se razvojne 
nepravilnosti pojavile le pri dveh zarodkov. Razvojne nepravilnosti po izpostavitvi blastul 
so bile (Slika 37e): 
 glava kratka in široka, brez oči in ust, 
 nesimetrično razporejena balanserja, 
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 nesimetrične in nepopolnoma razvejane škrge, 
 slaba pigmentiranost, nekaj več pigmenta je skoncentrirano v kavdalnem delu, 
 kratka telesna os. 
 
Razvojne nepravilnosti po izpostavitvi gastrul so bile (Slika 37f): 
 glava kratka in široka, 
 nesimetrično razporejena balanserja, 
 nesimetrične in nepopolnoma razvejane škrge, 
 neenakomerna pigmentiranost in predvsem skoncentrirana v kavdalnem delu, 
 kratka telesna os z ukrivljenim in kratkim repom, 
 počasnejši razvoj okončin. 
 
Medtem ko je razvoj izpostavljenih blastul 10-8 M RA za 24 ur potekal večinoma normalno 
(razen dveh, glej preglednico 6), so imeli zarodki izpostavljenih gastrul številne in variabilne 
razvojne nepravilnosti. Njihovo preživetje je bilo tudi zelo variabilno (od dveh tednov do 1 
meseca), izleganje iz ovoja pa ovirano (ovoj smo jim odstranili). Razvojne nepravilnosti so 
bile (Slika 37g): 
 nepravilen razvoj glavinega dela; glava je bila manjša vendar posteriorno širša, 
 prizadet je bil razvoj oči, ki se je izražal kot kiklopija, nepopolno zapiranje očesne 
čaše (kolobom), oči brez leče, asimetrične oči ali pa zelo majhne oči (mikroftalmija), 
 balanserji in usta se niso oblikovali,  
 škrge so bile večinoma zelo povečane, vendar slabo razvejane in nameščene tudi na 
ventralnem sprednjem delu glave ali slabo razvite, 
 hrustanci viscralnega skeleta so bili nepravilno razporejeni in veliki,  
 regija pod perikardom je bila odebeljena,  
 telesna os je ostala krajša, rep krajši in ukrivljen, pri večini tudi razcepljen, 
 gube so bile povečane in predeljene, 
 v območju proktodeuma je bila vidna velika odprtina, 
 hitrejši razvoj okončin,  
 pigmentiranost je bila slaba. 
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Slika 37: Značilne malformacije zarodkov po izpostavitvi blastul in gastrul višjim koncentracijam RA. 
Kontrola (a) v razvojnem stadiju 35 po Shi in Boucaut (1995). Merilo = 1 mm. 
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Preglednica 6: Povzetek razvojnih nepravilnosti pri ličinkah španskega pupka P. waltl po izpostavitvi blastul 
in gastrul različnim koncentracijam retinojske kisline (RA) za 1 in 24 ur. Krajša izpostavitev (1 ura) blastul v 
RA ni motila razvoja, zato ni vključena v preglednico. N, število zarodkov, ki je imelo vsaj eno od navedenih 
malformacij. 
 
se nadaljuje 
Faza izpostavitve BLASTULA GASTRULA 
Čas izpostavitve 24 ur 1 ura 24 ur 
Fenotipske 
značilnosti 
Koncentracija RA Koncentracija RA 
10-8  
N=1 
10-10  10-11  
N=1 
10-6  
N=10 
10-8 
N=1  
10-10  
 
10-11 
 
10-8  
N=12 
10-10 
 
10-11  
 
Glave napihnjena    +       
Glava majhna    +    +   
Glava spredaj ožja, 
zadaj širša  
   +    +   
Glava kratka in  
široka 
+  +  +      
Ektopični izrastki        +   
Ust ni +   +    +   
Oči ni +   +       
Oči brez leče    +    +   
Oči majhne   + +    +   
Asimetrija oči        +   
Kolobomija        +   
Kiklopija        +   
Škrg ni    +       
Škrge majhne    +    +   
Škrge povečane in 
slabo razvejane 
  + + +   +   
Škrge asimetrične +   + +      
Balanserjev ni    +    +   
Balanserja 
asimetrična 
+  +  +      
Perikard povečan    +    +   
Trebuh napihnjen     +      
Edem celotnega 
telesa 
   +       
Telesna os kratka +   + +   +   
Telesna os krajša   + +    +   
Rep krajši        +   
Rep kratek    + +   +   
Repa ni    +       
Rep ukrivljen    + +   +   
Rep razcepljen        +   
Hrbtne gube ni    +       
Hrbtna guba 
nagubana 
       +   
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Nadaljevanje Preglednice 6: Povzetek razvojnih nepravilnosti pri ličinkah španskega pupka P. waltl po 
izpostavitvi blastul in gastrul različnim koncentracijam retinojske kisline (RA) za 1 in 24 ur. Krajša 
izpostavitev (1 ura) blastul v RA ni motila razvoja, zato ni vključenav preglednico. N, število zarodkov, ki je 
imelo vsaj eno od navedenih malformacij. 
 
 
  
Repne gube ni    +       
Gube povečane +   +    +   
Bule oz. izbokline        +   
Pigmentiranost 
slaba 
+   +    +   
Pigmentiranost 
nepravilno 
razporejena  
  + + +      
Pigmentiranost 
skoncentrirana v 
kavdalnem koncu 
+   + +   +   
Počasnejši razvoj 
okončin 
   + +      
Potenciran razvoj 
okončin 
   +    +   
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4.3.6 Malformacije zarodkov v kontrolni skupini 
 
Pri manjšem številu zarodkov (7,5 %) v kontrolni skupini smo opazili malformacije, ki so 
bile podobne malformacijam zarodkov izpostavljenih RA. Odstopanja v razvoju so se 
izrazila po šestih dneh razvoja (Slika 38). Spremembe smo opredelili na lažje in težje, slednje 
so bile letalne. Pri zarodkih s težjimi abnormalnostmi (Slika 38c, 39b, 39d) je bil razvoj 
počasnejši, telesna os kratka, imeli so manjšo glavo in oči, nediferencirano škržno ploščo, 
napihnjen perikard in kavdalni trebušni del brez rumenjaka, rep je bil kratek in ukrivljen. 
Med lažje spremembe v razvoju sodi neprosojna bula v ventralnem območju (Slika 38b), ki 
je postopoma izginila, nadaljnji razvoj zarodka pa je bil normalen. Nizka viabilnost v 
kontrolni skupini (Slika 13) je odraz opisanih abnormalnosti v razvoju, kot tudi pojava 
kanibalizma med ličinkami.  
 
 
Slika 38: Primerjava normalnega zarodka in zarodkov z razvojnimi nepravilnostmi v kontrolni skupini po 6 
dneh razvoja. a) Normalen razvoj, stadij 31 po Shi in Boucaut (1995). b - c) Zarodki z nepravilnostmi. 
Neprosojna bula (puščica) na trebušnem delu ali pa krajša telesna os z ukrivljenim repom in brez struktur 
značilnih za razvojni stadij. Merilo = 1 mm. 
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Slika 39: Primerjava normalnega zarodka in zarodkov z razvojnimi nepravilnostmi v kontrolni skupini po 7-ih 
in 12 dneh razvoja. a) Razvojni stadij 32 normalnega zarodka po Shi in Boucaut (1995) ter b) zarodek s kratko 
telesno osjo, nepravilnim razvojem glave in napihnjenim perikaridom po 7 dneh razvoja. c) Normalno razvit 
zarodek v stadiju 35 po Shi in Boucaut (1995) ter d) zarodek z majhno glavo, nepopolno razvitimi škrgami, 
napihnjenim perikardom in trebuhom po 12 dneh razvoja. Merilo = 1 mm. 
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4.4. HISTOLOŠKA ANALIZA RAZVOJNIH NEPRAVILNOSTI PO IZPOSTAVITVI 
ZARODKOV RA  
 
Na sliki 40 je prikazana normalna morfologija zgodnje (post-hatching) ličinke španskega 
pupka, ki se je izlegla po 10 dneh razvoja. Ličinka je v razvojnem stadiju 36 po Shi in 
Boucaut (1995) s telesno dolžino 11,5 mm. Oči so nameščene dorzo-lateralno, balanserja sta 
že krajša, škrge so velike in razvejane. Brsta za sprednji okončini sta podaljšana in veslasta, 
vzdolž horde so členjene mišice, melanofore so razpršeno po glavi in v progah vzdolž trupa. 
Srce je že povečano, razpoznavno je bitje srca, prepoznaven je želodec, jetra z žolčnikom in 
kratko, ravno črevo z zalogo hraniva v ventralni steni. Brsta za zadnji okončini še nista 
oblikovana. Na sliki 41 je prikazana normalna histologija glavine regije zgodnje ličinke za 
primerjavo s histologijo ličink tretiranih zarodkov z RA, ki so imele izrazite razvojne 
nepravilnosti. 
 
Letalni učinek RA je bil opazen po izpostavitvi blastul 10-6 M RA za 24 ur. Na sliki 42a je 
zarodek na 7 dan razvoja. Zaradi obsežnega edema je oblika prečnega prereza v zadnjem 
delu glavine regije (Slika 42b) in v trupnem delu (Slika 42c) zelo podolgovata. V glavinem 
delu sta vidna velika slušna vezikla, nevralna cev je majhna in nediferencirana, horda je 
velika in slabo organizirana, na prerezu v območju trupa so vidni somiti z normalno 
morfologijo (Slika 42c). Embrionalno črevo je obsežno in v celicah stene črevesa so številne 
rumenjakove ploščice. 
 
Na sliki 43 je zarodek po 14 dneh razvoja od izpostavitve gastrul 10-6 M RA za 1 uro. Na 
histološkem prerezu glave (Slika 43b) je morfologija popolnoma nerazpoznavna, možganska 
regija in živčno tkivo sta nepravilno formirana, horda je nepravilna in raztegnjena, v bližini 
horde je velika dorzalna aorta. Perikard je napihnjen, srce pa cevasto. Sprednje embrionalno 
črevo je veliko. Celice ektoderma so izrazito povečane.  
 
Na sliki 44 in 45 je ličinka po 14 dneh razvoja od izpostavitve gastrul 10-6 M RA za 1 uro, 
ki ima drugačne razvojne nepravilnosti od zarodka s slike 43 iz iste izpostavitve RA. Na 
prečnih prerezih glave (Slika 45b, c) je možganska regija manjša in slabše organizirana kot 
pri kontroli (Slika 45a). Vidna je zgodnja diferenciacija slušnih veziklov v membranski 
labirint notranjega ušesa. Hrustanci okoli horde so obsežni, žrelo pa manjše obkroženo s 
hrustanci škržne regije, mišice trupa so slabo organizirane. V perikardu je srce z atrijem, 
ventriklom in arterijelnim stožcem (Slika 45d). 
 
Na sliki 46a in b je ličinka po 14 dneh razvoja od izpostavitve gastrul 10-8 M RA za 24 ur. 
Na čelnem prerezu glave (Slika 46c) so možgani bolj posteriorno, na levi strani glave je 
dvojna očesna časa z obsežno lečo, medtem ko je na desni pa le del očesne čaše z lečo (Slika 
46d). Notranji sloj čaš ostaja nediferenciran. Na sliki 46d je vidna zgodnja diferenciacija 
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slušnih veziklov v membranski labirint notranjega ušesa. Horda je ozka in podolgovata, pod 
hordo je hipertrofirana dorzalna aorta, žrelo je obsežno, hrustanci škržnih lokov pa so veliki. 
Srce je normalno, pod perikardialno votlino je napihnjen celom. V trupni regiji je horda 
videti normalna (Slika 46d), vidni so tudi notranji organi (želodec, črevo, pankreas).  
 
Pri zarodku po izpostavitvi 10-6 M RA v fazi gastrule za 24 ur (slika 47a), na bočnem prerezu 
(Slika 47b) je vidno, da je dorzalna telesna stena nagubana, mestoma so na trupu vidne 
vgreznitve, možgani so nepravilno oblikovani, celice horde so velike, strukture srca so 
razpoznavne, vendar nepravilno organizirane, mišice so obsežne, črevo, ki ima v ventralni 
steni malo rumenjaka, pa je pomaknjeno v ventralni konec zarodka, zaradi obsežnega edema. 
 
 
Slika 40: Izležena ličinka P. waltl v razvojnem stadiju 36 po Shi in Boucaut (1995). Rdeča črta prikazuje  raven 
prečnega prereza slike 41, dorisana je pozicija notranjih organov. V področju glave sta vidna balanserja (1), 
oči (2), možgani (3), melanofore (4) in razvejane škrge (5). V trupnem delu je vidno srce (rdeče), brst za 
sprednjo okončino (6), želodec (rumeno), jetra (oranžno) z žolčnikom (temno zeleno), črevo (zeleno) in 
členjene mišice (7). Merilo = 1 mm. 
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Slika 41: Prečni prerez glave ličinke P. waltl v razvojnem stadiju 36 po Shi in Boucaut (1995). Vidni so srednji 
možgani z ventriklom (1), podaljšana hrbtenjača zadnjih možganov (2), ki jo z bočne strani obkrožajo hrustanci 
lobanje (5), mrežnica (4), leča (3) (prerez ni simetričen zato obeh očes ne vidimo), žrelo (6) in hrustanci 
visceralnega skeleta (7) ter mišice glave (8). Merilo = 200 µm. 
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Slika 42: Zarodek, ki je bil v razvojnem stadiju blastule izpostavljen 10-6 M RA za 24 ur, po 6 dneh razvoja in 
sliki prečnih prerezov histoloških preparatov. a) Glava (1) ni razvita, trebušni del je napihnjen (2), telesna os 
je kratka (3), repni del ni razvit (4), pigment (5) je koncentriran predvsem v kavdalnem delu. b & c) Prečna 
prereza zaradka v predelu slušnih veziklov (slika b, prva rdeča črta na sliki a) in v predelu trupa (slika c, druga 
rdeča črta na sliki a). Slušna vezikla sta velika (6), nevralna cev (7) ostaja nediferencirana, horda je velika (8), 
embrionalno črevo (9) je obsežno, v celicah stene črevesa so rumenjakove ploščice (10), na sliki c) so vidni 
tudi somiti (11). Merilo = 1 mm (a), 200 µm (b & c). 
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Slika 43: Zarodek, ki je bil v razvojnem stadiju gastrule izpostavljen 10-6 M RA za 1 uro, po 14 dneh razvoja 
in slika prečnega prereza histološkega preparata. a) Zarodek s sledečimi razvojnimi nepravilnostmi: prave 
glave ni (1), telesna os (2) je kratka, repno območje (5) ni razvito, perikard je napihnjen (4); vidno je cevasto 
srce (3), rumenjak (6) je koncentriran v posteriorni trebušni regiji. b) Prečni prerez v predelu žrela in perikarda 
(rdeča črta na sliki a). V dorzalnem delu je nepravilno formirano živčno tkivo (7) in horda (8), levo od horde 
je majhen somit (9), desno od horde je dorzalna aorta (10), žila (11), sprednje embrionalno črevo (12), 
napihnjen perikard (13), cevasto srca (3), celice ektodema (14) so povečane in cilindrične. Merilo = 1 mm (a), 
200 µm (b). 
 
  
Slika 44: Ličinka, ki je bila v razvojnem stadiju gastrule izpostavljena 10-6 M RA za 1 uro, po 14 dneh razvoja. 
Rdeče črte prikazujejo približno raven prečnega prereza na sliki 45b-d. Glava je majhna (1), oči (2) so majhne, 
pigmentirane in brez leče, škrge (3) so nepravilno razvite, telesna os je kratka, rep (4) je kratek in ukrivljen, 
brst za okončino (5) je podaljšan, črevo (6) je cevasto, somiti (7). Merilo = 1 mm. 
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Slika 45: Primerjava prečnih prerezov glavine regije normalne ličinke (a) in ličinke z razvojnimi 
nepravilnostmi s slike 44. Prečni prerez glave (b in c) in žrela (c) ličinke z nepravilnim razvojem. Podaljšana 
hrbtenjača z ventriklom (1), horda (2), hrustančne zasnove za vretenca (3), mišično tkivo (4), hrustanec škržnih 
lokov (5), zgodnja diferenciacije slušnih veziklov v membranski labirint (6), žrelo (7), perikard (8), dorzalna 
aorta (9), diferenciacija somitov v mišice (10), srce (11) v perikardu (8). Merilo = 200 µm. 
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Slika 46: Ličinka, ki je bila v razvojnem stadiju gastrule izpostavljena 10-8 M RA za 24 ur, po 14 dneh razvoja 
in sliki čelnih prerezov histoloških preparatov. a) Glava je majhna, možgani (1) so vidni samo v posteriorni 
regiji glave, očesna čaša (2) je nepravilno oblikovana, škrge (3) so obsežne in nepopolnoma razvejane, brst za 
okončino (4) je podaljšan, nakazana sta dva prsta, mišice (5) so členjene, v plavutnih gubah (6 & 7) so 
vgreznitve (8), proktodeum (9) je obsežen. b) Manjkajoča čeljust in usta ter ogromna, nepravilno oblikovana 
očesna čaša. c) Čelni prerez glave z vidno levo očesno čašo (10), ki je videti dvojna in z eno veliko lečo (11), 
žrelo je obsežno (12), hrustanci škržnih lokov (13) so veliki. Videti je dorzalno aorto (14), v perikardu (15) 
vidimo bulbus cordis (16) in ventrikel srca (17). Pod perikardom je obsežen celom (18). d) Čelni prerez glave 
z vidnimi možgani (1), desno očesno čašo (19) z lečo (11) in slušno regijo (20) na levi strani, horda (21) je 
ozka in podaljšana, dorzalna aorta je hipertrofirana (22), v predelu žrela (12) so vidni hrustanci škržnih lokov 
(13). V trupni regiji je viden želodec (23), pankreas (24), črevo (25), celom (18) in ozka horda (21) in ob njej 
mišice. Merilo = 1 mm (a & b), 200 µm (c & d). 
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Slika 47: Zarodek, ki je bil v razvojnem stadiju gastrule izpostavljen 10-6 M RA za 24 ur, po 14 dneh razvoja 
in slika bočnega prereza histološkega preparata. a) Področje glave je široko (1), vidni so nepravilno oblikovani 
možgani. Oblikovan je brst za okončino (2), skozi transparentno in napihnjeno trebušno steno je vidno cevasto 
črevo (3). Telesna os je kratka (4), hrbtna guba je nagubana (5), repni del je kratek in temneje pigmentiran (6). 
b) Bočni prerez zarodka. Hrbtna površina zarodka je nagubana, mestoma so na trupu vidne vgreznitve 
(puščica), možgani (7) so nepravilno oblikovani, mišice trupa (8) so obsežne, srce (9) je oblikovano, v ventralni 
steni črevesa (10) je rumenjak (11), celice horde (12) so velike, tkivo nevralne cevi (13) pa nepravilno. Merilo 
= 1 mm (a), 200 µm (b).  
74 
Naiaretto S. Teratogeni učinki retinojske kisline na razvoj zarodkov španskega pupka (Pleurodeles waltl). 
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020 
 
 
5 RAZPRAVA 
 
V naši raziskavi smo kot modelni organizem uporabili zarodke španskega pupka 
(Pleurodeles waltl), saj je njegov razvoj podrobno opisan (Shi in Boucaut, 1995). Zanimal 
nas je učinek retinojske kisline (RA) za katero je poznano, da je pomemben morfogen med 
razvojem vretenčarjev, hkrati pa previsoka koncentracija RA v določenih razvojnih stopnjah 
deluje teratogeno (Morriss-Kay in sod., 1994; Gilbert in Baressi, 2016). RA je ključna za 
pravilno vzpostavitev telesnih osi in je vključena v mnoge druge procese med razvojem 
zarodka, kot so celična diferenciacija, proliferacija in apoptoza. Pomembna je za pravilen 
razvoj centralnega živčnega sistema v kranio-kavdalni smeri, regulira nevrogenezo in razvoj 
okončin ter je vključena v morfogenezo večine notranjih organov (Degitz in sod., 2003; 
Niederreither in Dollé, 2008; Kam in sod., 2012; Das in sod., 2014; Piersma in sod., 2017). 
Eksogena RA vpliva na vzpostavljeni gradient vzdolž zarodkove anteriorno-posteriorne 
telesne osi (os A-P), na RA pa se v tem primeru odzovejo tudi celice, ki se sicer ne bi odzvale 
(Kam in sod., 2012). Spremeni se izražanje genov Hox in posledično razvoj regij v osi A-P. 
Torej ima RA med razvojem kompleksno in večnivojsko vlogo. Za razliko od ostalih 
vretenčarskih modelnih organizmov, kot so žaba krempljarka, cebrice, miši in piščanci, 
učinek RA na razvoj pri španskem pupku še ni bil raziskan. Blastule in gastrule španskih 
pupkov smo za krajši (1 ura) in daljši čas (24 ur) izpostavili nizkim (10-10 M, 10-11 M) in 
visokim koncentracijam RA (10-6 M, 10-8 M). Spremljali smo teratogeni učinek RA na razvoj 
zarodkov in ličink ter njihovo preživetje. Predvidevali smo, da bodo učinki RA na razvoj 
izpostavljenih blastul in gastrul različni in odvisni od koncentracije RA ter dolžine 
izpostavitve RA. Narejena je tudi histološka analiza zarodkov z razvojnimi nepravilnostmi 
ali malformacijami. 
 
Razvoj zarodkov v kontrolni skupini 
Razvoj zarodkov španskega pupka v kontrolni skupini smo primerjali z opisanim razvojem 
za omenjeno vrsto po Shi in Boucaut (1995). Razvoj je v našem primeru potekal nekoliko 
hitreje, skladno z dejstvom, da so se zarodki razvijali pri sobni temperaturi, za razliko od 
opisanega po Shi in Boucaut (1995), kjer je bila temperatura 18 ℃. Razlike v dinamiki 
razvoja so bile očitne predvsem v zgodnjih stadijih, kasneje, približno v 35 stadiju razvoja 
(obdobje izleganja), se je dinamika razvoja ujela z opisanim po Shi in Boucaut (1995). Do 
podobnih ugotovitev sta prišla tudi Joven in sod. (2015) ob spremljanju razvoja španskih 
pupkov pri različnih temperaturah. Ličinke so se izlegle po 10 do 12 dneh razvoja (stadij 
razvoja 34), skladno z opisanim po Shi in Boucaut (1995) ter Joven in sod. (2015).  
 
Manjše števil zarodkov v kontrolni skupini (7,5 %) je imelo razvojne nepravilnosti, ki so 
bile podobne nepravilnostim pri zarodkih izpostavljenih RA. Njihov razvoj je potekal 
počasneje, imeli so krajšo telesno os, manjšo glavo, napihnjen perikard in trebušni del. 
Razvojne nepravilnosti so lahko odraz slabše kakovosti jajčec, kar je pri dvoživkah 
najpogosteje zaradi nepravilne prehrane in/ali slabih razmer v ujetništvu (Joven in sod., 
75 
Naiaretto S. Teratogeni učinki retinojske kisline na razvoj zarodkov španskega pupka (Pleurodeles waltl). 
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020 
 
 
2015), predvsem v primeru, da je v mrestu večje število jajčec. Tudi vpliv starosti samic na 
kakovost zrelih jajčec ni zanemarljiv, saj sta samici stari najmanj 15 let (mladi osebki so bili 
kupljeni na mednarodnem sejmu v Hammu leta 2005; podatek je iz arhiva evidenc živali). 
Nižje preživetje izleglih ličink v naši kontrolni skupini (88 %) je odraz opisanih nepravilnosti 
in tudi kanibalizma, ki pa je bil v enaki meri prisoten tudi pri ostalih izleglih ličinkah, ki so 
bile med razvojem izpostavljene RA. Kanibalizem je v splošnem značilen za ličinke repatcev 
(Jefferson in sod., 2014). Po podatkih Joven in sod. (2015) se pri ličinkah španskega pupka 
kanibalistično vedenje pojavi v zgodnjem razvoju ličink in sovpada s porabo zalog hraniva 
(rumenjaka) v črevesni steni (razvojni stadij 37 po Shi in Boucaut, 1995), spremeni se tudi 
obarvanost trebuha. V izogib kanibalizmu, je gojitev ličink španskih pupkov v ločenih 
posodah najprimernejši način.  
 
Samice španskih pupkov lahko v laboratorijskih razmerah odlagajo jajčeca na 2 do 4 tedne, 
število odloženih jajčec pa variira od 150-600 in je odvisno predvsem od prehranjevalnih 
razmer in od starosti/velikosti samic (Hayashi in Takeuchi, 2015). V našem primeru je 
samica odložila do največ 311 jajčec. V literaturi nismo zasledili podatka o časovnem 
intervalu odlaganja jajčec in številu odloženih jajčec na dan, zato je morda zanimivo 
izpostaviti, da je v primeru najštevilčnejšega mresta odlaganje jajčec poteklo tri dni zapored, 
z največ jajčeci drugi dan odlaganja (201 jajčec). Kakovost odloženih jajčec je bila dokaj 
slaba, saj pri 45 % ni prišlo do razvoja, jajčeca so bila videti marmorirana in deformirana ali 
pa po oploditvi ni bilo nadaljnjega razvoja. Kakovost zrelih jajčec pri dvoživkah je odvisna 
od prehrane in/ali razmer v ujetništvu, kot tudi starosti samice (Hayashi in Takeuchi, 2015). 
Nekaj jajčec v mrestu je tudi splesnelo, saj je odlaganje potekalo v akvariju naseljenem z 
odraslimi pupki. V našem eksperimentu s plesnenjem zarodkov nismo imeli težav, saj je 
gojenje potekalo v kontroliranih razmerah. Za gojitev zarodkov dvoživk, so zelo pomembne 
optimalne umetne razmere in čimprejšnja odstranitev slabih in plesnivih jajčec, da 
preprečimo razrast potencialno patogenih mikroorganizmov (Hayashi in Takeuchi, 2015; 
Bizjak-Mali in sod., 2017).  
 
Učinek RA na razvoj 
Pri izpostavitvi blastul in gastrul najvišji koncentracije RA (10-6 M RA) za daljši čas (24 ur) 
so imeli vsi zarodki letalne razvojne nepravilnosti. V tem primeru, so zarodki preživeli do 7 
dni pri izpostavitvi blastul oziroma do 14 dni v primeru izpostavitve gastul. Razvojne 
nepravilnosti so bile zastopane tudi po izpostavitvi gastrul za krajši čas (1 ura) 10-6 M RA in 
daljši čas (24 ur) 10-8 M RA. Telesna os je pri njih ostala kratka z ukrivljenim in tudi 
razcepljenim repom, izleganje iz ovoja je bilo ovirano, preživetje pa variabilno in sicer od 2 
tednov do 1 meseca. Zarodki gastrul izpostavljenih 10-8 M RA za 24 ur so imeli številne in 
zelo raznolike malformacije, saj so, za razliko od blastul, bili izpostavljeni RA tudi med 
nevrulacijo, ko se oblikuje zasnova za centralni živčni sistem in poteka zgodnja 
diferenciacija tkiv za organe. Po izpostavitvi gastrul 10-8 M RA za krajši čas (1 ura) je razvoj, 
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z izjemo dveh zarodkov, potekal normalno. Razvoj zarodkov blastul po 1 urni izpostavitvi 
10-8 M RA ni bistveno odstopal od kontrole.  
 
Histološka analiza je bila narejena predvsem na zarodkih, ki so bili izpostavljeni višjim 
koncentracijam RA (10-6 M in 10-8 M), saj je bil njihov razvoj najbolj prizadet. Iz literature 
je poznano, da so embrionalne strukture, ki potrebujejo RA za normalen razvoj, tudi najbolj 
občutljive na spremembe v koncentraciji RA. Razvoj takšnih struktur je moten ali pa se sploh 
ne razvijejo (McCaffery in sod., 2003). Skladno s tem in z morfologijo zarodkov, se je 
prizadetost tkiv izražala tudi na histološkem nivoju. Strukture so bile histološko 
neprepoznavne pri zarodkih, ki so bili v stadiju gastrule izpostavljeni visokim koncentraijam 
RA (10-6 M) za daljši čas (24 ur) in v redkih primerih pri krajši izpostavitvi (1 ura). Pri 
zarodkih gastrul izpostavljenih za daljši čas (24 ur) nekoliko nižji koncentraciji (10-8 M) RA, 
pa so bile strukture na histološkem nivoju razpoznavne vendar spremenjene, kar se je 
odražalo predvsem v možganski in očesni regiji, pri razvoju hrustancev žrela, ki so bili 
povečani in pri razvoju horde, ki je bila ozka in podolgovata. Pri gastrulah izpostavljenih 1 
uro 10-6 M RA je bil vidno prizadet tudi ektoderm z izrazito povečanimi celicami, kar pa je 
lahko odraz litičnih procesov, saj zarodki namenjeni za histologijo niso bili viabilni.  
 
Pri zarodkih, ki so bili v razvojnem stadiju blastul in gastrul, za daljši čas (24 ur) 
izpostavljeni najvišji koncentraciji RA (10-6 M RA) je bil moten proces nevrulacije, prav 
tako je razvoj pri njih potekal počasneje v primerjavi s kontrolno skupino. Nevralna cev je 
ostala odprta, bodisi v glavini ali posteriorni regiji. Telesna os je v obeh primerih ostala 
nerazvita in kratka. Odprto nevralno cev, v posteriornem delu, smo zasledili tudi v primeru 
enourne izpostavitve gastrul 10-6 M RA, vendar samo pri enem zarodku, tako da v tem 
primeru ne moremo trditi, da je to posledica učinka RA. Krajšo telesno os od kontrolih 
zarodkv so imeli tudi maloštevilni zarodki v stadiju blastule in gastrule, ki so bili, za daljši 
čas (24 ur) izpostavljeni 10-8 M RA. Tudi pri njih je bil moten proces nevrulacije, vendar v 
bistveno manjši meri kot pri izpostavitvi 10-6 M RA. Kratka telesna os je značilna 
malformacija tudi za ostale modelne organizme pri izpostavitvi zarodkov višjim 
koncentracijam RA (Ruiz i Altaba in Jessell, 1991; Marsh-Amstrong, 1995; Krätke in sod., 
2000; Waxman in Yelon, 2009; Yu in sod., 2011). Kratko telesno os so imeli zarodki žab in 
cebric, ki so bili izpostavljeni 20 ur 10-7 M RA (Marsh-Amstrong, 1995). RA učinkuje tudi 
na razvoj repnega brsta (Ruiz i Altaba in Jessell, 1991), ki se je v našem primeru izražal v 
ukrivljenosti in tudi razcepljenosti repa pri izpostavljenih gastrulah višjim koncentracijam 
RA (10-6 M RA za 1 uro in 10-8 M RA za 24 ur). Ukrivljenost repa opisujejo tudi pri zarodkih 
žabe krempljarke (Xenopus laevis) po daljši izpostavitvi (72 ur) gastrul v 9-cis-RA in ATRA 
(all-trans-retinojska kislina) s koncentracijo 10 µg/L (Yu in sod., 2011). Razcepljenosti repa 
v literaturi ne omenjajo. 
 
Po 24-urni izpostavitvi blastul in gastrul najvišji koncentraciji RA (10-6 M ) je bil glavin del 
bodisi napihnjen ali pa se ni razvil. Pri izpostavitvi gastrul 10-8 M RA za 24 ur se je glava 
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sicer oblikovala, vendar je bila manjša in ožja v sprednjem delu, na zadnjem delu pa zelo 
razširjena. V primeru spremenjene koncentracije RA, le ta učinkuje tudi na anteriorni del 
centralnega živčnega sistema in prihaja lahko do delne ali pa popolne izgube sprednjih in 
srednjih možganov, kar se odraža tudi v spremenjeni obliki glave (Ruiz i Altaba in Jessell, 
1991). Takšne spremembe so zasledili pri izpostavljanju blastul in gastrul žabe krempljarke 
Xenopus v RA s koncentracijo od 10-8 do 10-7 M. Visoke koncentracije dodane RA lahko 
vodijo tudi do popolne izgube glavinih struktur (Ruiz i Altaba in Jessell, 1991). V našem 
primeru, se je slednje odražalo pri daljši 24 urni izpostavitvi blastul in gastrul visoki 
koncentraciji RA (10-6 M) in v primeru gastrul tudi pri krajši enourni izpostavitvi. Zarodki 
so bili brez glavnih struktur, sprednji del glave je bil ožji in manjši, posteriorni pa širši ter 
brez sprednjih in srednjih možganov. Visoke koncentracije RA in daljši čas izpostavitve 
povzročijo obsežnejšo redukcijo anteriornega dela centralnega živčnega sistema. Poznano 
je, da visoke koncentracije dodane RA onemogočijo delovanje encima CYP26, ki presnavlja 
RA, zato se delovanje RA v takem primeru razširi tudi v anteriorni del zarodka in prepreči 
normalen nadaljnji razvoj struktur (Piersma in sod., 2007).  
 
Gradient RA v osi A-P med razvojem, z višjo koncentracijo v posteriornem delu, je potreben 
za pravilno členitev srednjih in zadnjih možganov in za pravilno oblikovanje branhialnih 
lokov ter pravilen razvoj škrg (Rhinn in Dollé, 2012). Pri naših zarodkih, ki so bili 24 ur 
izpostavljeni visoki koncentraciji RA (10-6 M) v obeh razvojnih stadijih, se je delovanje RA 
razširilo tudi v anteriorni del zarodka. Posledično se možgani in škrge niso razvile, kar je 
lahko odraz nepravilnega presnavljanja RA s pomočjo encima CYP26 (Piersma in sod., 
2007). Pri zarodkih izpostavljenih gastrul, za krajši čas, visoki koncentraciji RA (10-6 M RA, 
1 ura), smo opazili korelacijo med razvojem škrg in razvitostjo možganov. Zarodki s širšim 
posteriornim delom glave so namreč izražali dve obliki razvitosti škrg: i) obsežne, dolge in 
nepopolno razvejane škrge, sprednji in srednji možgani so bili delno reducirani, zadnji pa 
povečani in ii) kratke škrge ali pa odsotnost škrg, v primeru popolne izgube sprednjega, 
srednjega in dela zadnjih možganov. Kratke škrge so odraz previsoke koncentracije RA v 
glavini regiji, saj le-ta inhibira migracijo celic kranialnega (glavinega) nevralnega grebena v 
obrazni del in žepe žrela (Rhinn in Dollé, 2012). Podoben fenotip škrg so imeli tudi zarodki, 
ki so bili v stadiju gastrule za 24 ur izpostavljeni 10-8 M RA. Večina je imela obsežne, dolge 
in nepopolno razvejane škrge. Take škrge so imeli tudi maloštevilni zarodki, pri katerih smo 
gastrule izpostavili 1 uro 10-8 M RA.  
 
Zelo spremenjen in specifičen fenotip, predvsem v področju glave, so imeli zarodki, ki so 
bili v stadiju gastrule za 24 ur izpostavljeni 10-8 M RA. Spremembe v razvoju so bile opazne 
že po 4 dneh in so sčasoma postale še bolj očitne in tudi variabilne. V področju glave je bila 
prizadeta očesna regija, saj je očesno polje zelo občutljivo za neravnovesje RA med 
razvojem (McCaffery in sod., 2003). Razvojne motnje se lahko izražajo kot kikolopija, 
popolna odsotnost oči (anoftalmija), manjše oči (mikroftalmija) in nepopolno zaprtje očesne 
čaše, ki vodi do vrzeli v očesnem tkivu (kolobom). Histološko je bila opazna dvojna očesna 
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čaša z eno veliko lečo na levi strani in manjšo enojno očesno čašo z lečo na desni strani. 
Očesni del je pravzaprav segal čez celotni sprednji del glave in je morfološko izgledal kot 
neke vrste kiklopija. Očesne čaše so bile sicer organizirane v zunanji pigmentni epitel 
mrežnice in notranji senzorični sloj mrežnice, vendar je notranji sloj čaše ostal popolnoma 
nediferenciran, čeprav se na tej stopnji razvoja pričakuje večslojna organizacija, tako kot pri 
kontrolnih zarodkih. Kiklopijo zaradi nerazdelitve očesnega polja zaradi teratogenega 
učinka RA opisujejo pri zarodkih miši (Kalter, 1992). Pri zarodkih cebric, ki so jih izpostavili 
RA v koncentraciji 10-6 M in 10-7 M, ni prišlo do razvoja bodisi enega očesa ali obeh 
(anoftalmija) (Holder in Hill, 1991). Anoftalmija se je v naši raziskavi izrazila predvsem pri 
zarodkih, ki so bili 24 ur izpostavljeni 10-8 M RA v stadiju gastrule in v manjši meri tudi pri 
izpostavljenih blastulah. Po enourni izpostavitvi gastrul 10-6 M RA smo v nadaljnjem 
razvoju opazili mikroftalmijo in oči brez leče (kolobom), ki jo opisujejo Sulik in sod. (1995) 
pri mišjih zarodkih ob izpostavitvi RA. Oči brez leče so imeli tudi zarodki cebric, ki so jih 
izpostavili visoki koncentraciji RA (10-7 M) (Hans in Westerfield, 2007). Visoke 
koncentracije dodane RA povzročijo redukcijo anteriornega centralnega živčnega sistema, 
in posledično nepravilen razvoj senzoričnih organov (Ruiz i Altaba in Jessell, 1991). 
 
Na podlagi rezultatov histologije je videti, da visoke koncentracije dodane RA (10-6 M in 
10-8 M) večinoma ne motijo razvoja slušne (otične) regije, saj se le-ta oblikuje in ima 
normalno morfologijo. Res pa je, da je bila različna velikost zasnov, ki so bile bodisi 
povečane, kot je v primeru izpostavljenih blastul za 24 ur 10-6 M RA ali pa manjše, kot je v 
primeru izpostavitvljenih gastrul za 1 uro 10-6 M RA. Po izpostavitvi gastrul 10-8 M RA za 
24 ur je razvoj slušne regije potekal hitreje glede na kontrolno skupino zarodkov, saj je že 
potekala zgodnja diferencijacija slušnih veziklov v membranski labirint notarnjega ušesa. 
Na prerezih histoloških preparatov zarodkov, ki so bili v stadiju blastul izpostavljeni za 24 
ur 10-6 M RA, sta bila slušna ali otična vezikla povečana, vendar sta imela normalno 
morfologijo, čeprav se glava in sprednji možgani niso razvili. Slednje kaže na to, da so v 
regulacijo razvoja slušne regije vpleteni predvsem zadnji možgani (Hans in Westerfield, 
2007). Pri gastrulah, ki so bile izpostavljene za 24 ur 10-6 M RA in v redkih primerih pri 
krajši izpostavitvi (1 ura), s histološko analizo nismo uspeli ugotoviti, kako je z razvitostjo 
slušnih veziklov, saj so bile strukture na histološkem nivoju večinoma težje prepoznavne.  
 
Balanserji, ki so pri ličinkah iz družine Salamandride nameščeni na vsaki strani glave tik za 
očmi, se niso razvili pri zarodkih, ki so bili v stadiju gastrule izpostavljeni za 1 uro in 24 ur 
10-6 M RA, in 24 ur 10-8 M RA. V redkih primerih smo opazili ektopično izraščanje 
balanserja iz očesnega območja. Manjše število zarodkov, ki so bili v stadiju blastule (24 ur) 
in gastrule (1 uro) izpostavljeni 10-8 M RA, je imelo nesimetrično nameščene in različno 
dolge balanserje. Nepravilen razvoj struktur glavine regije in razvoj struktur na nepravem 
mestu (ektopično) je odraz delne redukcije sprednjih in srednjih možganov (Ruiz i Altaba in 
Jessell, 1991).  
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Dodana RA učinkuje tudi na razvoj čeljusti. Slednje so lahko nepravilno oblikovane ali pa 
se sploh ne razvijejo, kar so potrdili pri podganjih zarodkih (Piersma in sod., 2017) in pri 
aksolotlu, z 24-urno izpostavitvijo zarodkov, v stadiju blastule, 10-7 M RA (Krätke in sod., 
2000). V naši raziskavi, smo opazili nepravilen razvoj čeljusti in celo popolno odsotnost ust 
po izpostavitvi gastrul 10-8 M RA za 24 ur in 10-6 M RA za 1 uro. S histološko analizo smo 
ugotovili prekomerno nastajanje hrustancev v območju žrela in prizadet razvoj čeljusti. 
Zaradi nerazvitih ust se ličinke niso mogle samostojno prehranjevati in so zaradi tega 
postopoma poginile, saj je bila zaloga hraniva v črevesni steni porabljena.  
 
Pri izpostavitvi gastrul visoki koncentraciji RA (10-6 M RA) in neglede na dolžino 
izpostavitve (1 ura in 24 ur), je bil večinoma moten razvoj srca, kar je potrdila tudi histološka 
analiza. Pri nekaterih zarodkih je bilo srce normalno razvito in z utripom, pri drugih pa 
cevasto in bodisi z ali pa brez utripa. Napihnjena je bila tudi perikardialna regija. Za razliko 
od koncentracije 10-6 M RA, pa koncentracija 10-8 M na razvoj srca ni učinkovala. Učinek 
visokih koncentracij dodane RA na razvoj srca so potrdili tudi pri cebricah. Po izpostavitvi 
blastul in gastrul RA je bilo srce bodisi slabo razvito ali pa se sploh ni oblikovalo (Pan in 
Baker, 2007). RA-signalizacija ima vlogo pri omejevanju števila kardiomiocitov, in če je 
signalizacija prekomerna, se srce razvije nepravilno ali pa do njegovega oblikovanja ne pride 
(Waxman in Yelon, 2009).  
 
Pri gastrulah izpostavljenih 10-8 M RA za 24 ur so imeli zarodki izrazito odebeljeno regijo 
pod perikardom, kar kaže na prekomern razvoj jeternega tkiva. Prekomeren razvoj jeternega 
tkiva na račun ostalih, bolj sprednjih endodermalnih derivatov so potrdili pri cebricah ob 
izpostavitvi zarodkov visokim koncentacijam eksogene RA (10-6 M) (Stafford in Prince, 
2002).  
 
Učinek dodane RA se je izražal tudi pri razvoju horde in skeletnih mišic. Ne glede na visoko 
stopnjo malformacij ob izpostavitvi blastul 10-6 M RA za 24 ur, so zarodki imeli mišični 
odziv, kar kaže na to, da je prišlo vsaj v neki meri do nadaljnje morfogeneze somitov in 
diferenciacije mišic, čeprav somiti makroskopsko niso bili razvidni. Nenormalna je bila tudi 
histologija horde in somitov. Pri gastrulah iz enake koncentracije RA in daljši izpostavitvi 
(10-6 M RA za 24 ur), pa je histologija razkrila neobičajno obsežne mišice trupa. V literaturi 
nismo zasledili, da visoke koncentracije RA vplivajo na zvišanje količine mišic, temveč le 
na zmanjšanje (Ruiz i Altaba in Jessell, 1991). Del zarodkov, ki so bili na stopnji gastrule za 
krajši čas izpostavljeni 10-6 RA je imel manjše somite, ki so bili različno veliki na levi in 
desni strani telesa. Eksperimenti na zarodkih miši, piščanca in cebric so pokazali, da je 
ravnovesje RA potrebno za vzdrževanje bilateralne simetrije levega in desnega sklopa 
somitov (Duester, 2008; Rhinn in Dollé, 2012). RA v koncentraciji 10-8 M ni imela vpliva 
na diferenciacijo skeletnih mišic. 
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Visoke koncentracije dodane RA in daljša časovna izpostavitev učinkujejo tudi na 
pigmentiranost zarodkov. Zarodki izpostavljeni daljši čas (24 ur) višjim koncentracijam RA 
(10-6 M in 10-8 M), so bili večinoma tudi slabše pigmentirani v primerjavi s kontrolo skupino. 
V nekaj primerih je bil pigment skoncentriran v kavdalnem koncu telesa, vzdolž trupa pa je 
bil pigment razpršen. Normalno pigmentiranost, primerljivo s kontrolno skupino, so imeli 
zarodki izpostavljeni nižjim koncentracijama RA (10-11 in 10-10 M), ter pri krajši časovni 
izpostavitvi (1 ura) blastul v višje koncentracije RA (10-6 M in 10-8 M). Višje koncentracije 
RA in daljša časovna izpostavitev učinkujejo inhibitorno na proliferacijo in dorzolateralno 
migracijo celic trupne regije nevralnega grebena (Piersma in sod., 2017), oziroma drugače 
povedano, inhibirana je migracija prekurzorjev za melanocite.  
 
Opazili smo tudi nepravilnosti v obliki in velikosti hrbtne gube. Zarodki gastrul in blastul, 
ki so bili izpostavljen za 24 ur 10-6 M RA, so imeli nizko in nagubano hrbtno gubo ali pa se 
le-ta ni oblikovala. Nasprotno temu pa je bila hrbtna guba visoka pri krajši izpostavitvi 
gastrul v 10-6 M RA in tudi daljši izpostavitvi v 10-8 M RA. Pri enourni izpostavitvi zarodkov 
v 10-8 M RA, kot tudi v nižje koncentracije RA (10-10 M, 10-11 M), je bil razvoj hrbtne gube 
normalen. Torej, učinek RA na razvoj hrbtne gube je zelo variabilen. V literaturi nismo 
zasledili učinka RA na razvoj hrbtnih gub pri dvoživkah.  
 
Zarodki izpostavljeni visoki koncentraciji RA (10-6 M) za 24 ur so imeli bodisi napihnjen 
trebušni del (blastule) ali pa obsežen prosojen edem celotnega telesa (gastrule), pri slednjih 
je bila nenormalna tudi histološka slika. Edeme smo opazili tudi pri zarodkih, ki so bili v 
fazi gastrule izpostavljeni 10-6 M RA za 1 uro, vendar pri manjšem deležu zarodkov. 
Obsežne prosojne edeme celotnega telesa navajajo za zarodke žabe krempljarke (Xenopus 
laevis), ki so bili izpostavljeni 9-cis-RA ali pa ATRA (all-trans-retinojska kislina) za 72 ure 
pri koncentraciji 10 µg/L (Yu in sod., 2011). Prosojne edeme so opazili tudi pri zarodkih 
aksolotla (Ambystoma mexicanum) izpostavljenih 10-6 M RA v fazi blastule (Krätke in sod., 
2000). Napihnjenost trebušnega dela je lahko posledica počasne presnove hranil v ventralni 
steni embrionalnega črevesa, kar omenjajo za zarodke cebric izpostavljenih 10-8 M RA za 
24 ur (Anderson, 2004). Napihnjenost trebušnega dela smo opazili tudi pri zarodkih, ki so 
bili v fazi gastrule izpostavljeni 10-8 M RA, vendar v nižjem deležu.   
 
RA je odgovorna, da se zasnove za okončine oblikujejo ob ustreznem času in na točno 
določenih mestih vzdolž telesne osi (Duester, 2008). Zelo je pomembno, da v času razvoja 
zasnov za okončine, kot tudi med nadaljnjo morfogenezo okončin, ne prihaja do motenj 
ravnovesja RA (Helms in sod., 1994). Brsti za okončine pri zarodkih španskih pupkov 
izpostavljenih gastrul in blastul višjim koncentracijam RA (10-8 in 10-6 M) za daljši čas (24 
ur) in gastrul iz enourne izpostavitve 10-6 M RA, niso sledili razvoju brstov pri kontrolnih 
zarodkih. Z redkimi izjemami, so se večinoma razvijali počasneje. Pri zarodkih, ki so bili na 
stadiju  gastrule izpostavljeni 10-8 M RA za 24 ur je bil razvoj okončin pospešen. Po 14 dneh 
razvoja so že imeli nakazana dva prsta, kar pa je značilno za razvojni stadij 37 po Shi in 
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Boucaut (1995). Degitz in sod. (2003) so ugotovili, da izpostavitev blastul žabe krempljarke 
(Xenopus laevis) visokim koncentracijam RA (0,6 in 2 µl/g) za 72 ur, ne povzroči 
malformacije okočin, ne navajajo pa počasnejšega ali pač pospešenega razvoja zasnov v 
primerjavi s kontrolnimi zarodki.  
 
Nizke koncentracije RA (10-10 in 10-11 M) ne glede na čas izpostavitve (1 ura in 24 ur) in 
razvojni stadij (blastule in gastrule) večinoma niso motile nadaljnjega razvoja. V primerjavi 
s kontrolno skupino je pri njih razvoj potekal nekoliko počasneje, pri nekaterih so se pojavile 
bule v trebušnem delu ali pa zažetki, lahko so imeli tudi ukrivljen trup, vendar so omenjene 
nepravilnosti sčasoma izginile, nadaljnji razvoj pa je potekal normalno. Tako kot pri 
kontrolni skupini, so bile pri deležu zarodkov (11,3 % za obe koncentraciji RA) razvojne 
nepravilnosti letalne, vendar ni nujno, da so povezane z učinki dodane RA. Taki zarodki so 
meli odprt anteriorni ali pa posteriorni nevropor, kot tudi kratko telesno os, majhno, kratko 
in široko glavo ali brez glave, brez oči, pokrnele škrge ali povečane in slabo razvejane, 
napihnjen trebuh in nerazvit repni brst. Minimalen ali pa nikakršen učinek nizkih 
koncentracij eksogene RA (10-9 do 10-10 M) na razvoj navajajo tudi za zarodke cebric (Holder 
in Hill, 1991) in za zarodke žabe krempljarke (Ruiz i Altaba in Jessell, 1991). Pri žabah 
krempljarkah je bil nekoliko moten razvoj sprednjih možganov, medtem ko na zadnje 
možgane nizke koncentracije dodane RA niso imele učinka.  
 
V nalogi smo potrdili, da je učinek RA na razvoj zarodkov odvisen od koncentracije, 
razvojnega stadija zarodka in dolžine izpostavitve RA, kar je v skladu z našimi pričakovanji. 
Razvojne nepravilnosti so se pojavile pri visokih koncentracijah RA (10-6 M in 10-8 M) in 
so bile letalne pri 24 urni izpostavitvi blastul in gastrul RA v koncentraciji 10-6 M. Čeprav 
enourna izpostavitev blastul 10-6 M RA ne vpliva na nadaljnji razvoj, pa je drugače pri 
gastrulah, saj v tem času potekajo intenzivne interakcije med celicami za organizacijo 
zarodnih plasti in telesnih osi. Izpostavljenost zarodkov med gastrulacijo 10-8 M RA za 24 
ur vodi v številne in raznolike malformacije, saj so bili zarodki izpostavljeni RA tudi med 
celotno nevrulacijo, ko se oblikuje zasnova za centralni živčni sistem in poteka zgodnja 
diferenciacija tkiv za organe. Pri njih je bil prizadet razvoj glave in možganov 
(posteriorizacija z izgubo anteriornega dela), oči (anoftalmija, mikroftalmija, kiklopija, 
manjkajoča leča), čeljusti (manjkajoča čeljust ali nepravilen razvoj), žrela (obsežni 
hrustanci) in škrg (zelo povečane, vendar slabo razvejane in nameščene tudi na ventralnem 
sprednjem delu glave ali slabo razvite). Telesna os je ostala kratka z ukrivljenim in tudi 
razcepljenim repom. Opisane razvojne nepravilnosti pri španskem pupku ob izpostavitvi 
zarodkov eksogeni RA, so pomembna osnova za razumevanje delovanja RA med razvojem, 
kot tudi za nadajnje molekularno-genetske analize, ki jih magistrska naloga ne vključuje. Za 
morebitne nadaljnje molekularno-genetske študije so vzorci arhivirani pri -20 ˚C v 100 % 
metanolu za hibridizacijo in situ in tudi v RNAlater za izolacijo RNA oz. DNA. Španski 
pupek je namreč odličen modelni organizem, saj je njegov razvoj podrobno opisan, 
82 
Naiaretto S. Teratogeni učinki retinojske kisline na razvoj zarodkov španskega pupka (Pleurodeles waltl). 
     Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020 
 
 
nezahtevno je tudi njegovo vzdrževanje in rokovanje v laboratorijskih razmerah. Prav tako 
pa je poznan njegov genom in transkriptom.  
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6 SKLEPI 
 
 Visoke koncentracijama dodane RA (10-6 M in 10-8 M) vodijo v razvojne 
nepravilnosti, ki so pri daljši izpostavitvi (24 ur) letalne. Pri nižjih koncentracijah 
RA (10-10 M in 10-11 M) razvojnih nepravilnosti večinoma ni bilo ali pa so bile le-te 
minimalne. 
 Daljša izpostavitev (24 ur) najvišji koncentraciji RA (10-6 M) ima letalni učinek na 
razvoj neglede na razvojni stadij ob izpostavitvi (blastule in gastrule).  
 Krajša izpostavitev (1 ura) najvišji koncentraciji RA ima letalen učinek le na gastrule 
ne pa tudi blastule. 
 Stopnja izražanja nepravilnosti je v korelaciji s koncentracijo RA in razvojnim 
stadijem zarodka ob izpostavitvi teratogenu. Višja kot je koncentracija RA in daljši 
kot je čas izpostavitve, večja je stopnja izražanja nepravilnosti.  
 Izpostavljenost zarodkov med gastrulacijo 10-8 M RA za 24 ur vodi v številne in 
raznolike malformacije. Prizadet je razvoj glave in možganov (posteriorizacija z 
izgubo anteriornega dela), oči (anoftalmija, mikroftalmija, kiklopija, manjkajoča 
leča), čeljusti, žrela in škrg. Telesna os je kratka z ukrivljenim in tudi razcepljenim 
repom. 
 Razvojne nepravilnosti pri španskem pupku so podobne opisanim za ostale 
vretenčarske modelne organizme.  
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7 POVZETEK 
 
Retinojska kislina je kislinska oblika vitamina A, ki ima pomembno vlogo v zgodnjem 
razvoju vretenčarjev pri organizaciji telesnih osi in tudi v nadaljnji morfogenezi tkiv, 
organov, organskih sistemov in homeostazi organizma. Glavni mehanizem delovanja RA je 
regulacija transkripcije genov. Čeprav je RA pomemben morfogen med razvojem 
vretenčarjev, pa ima lahko teratogene učinke, če je koncentracija RA višja od običajne ali če 
je prisotna ob neustrezni fazi embrionalnega razvoja. Neravnovesje v koncentraciji RA med 
razvojem (premalo ali pa preveč RA) privede do razvojnih nepravilnosti ali malformacij, kot 
so nepravilen razvoj glave, oči, nepravilno strukturiranje možganov, kratka in ukrivljena 
telesna os, motnje v razvoju srca, slaba pigmenitiranost, edemi telesa, nepravilen razvoj škrg 
in druge spremembe. Španski pupek (Pleurodeles waltl) je odličen modelni organizem za 
proučevanje učinka RA na razvoj, saj je njegov embrionalni in postembrionalni razvoj 
podrobno opisan, razmnoževanje odraslih živali je frekventno, gojitev je nezahtevna, poznan 
je tudi njegov genom in transkriptom. Za razliko od ostalih vretenčarskih modelnih 
organizmov, kot so žaba krempljarka, cebrice, miši in piščanci, pri njem učinek RA na razvoj 
še ni bil raziskan.  
 
Zarodke španskega pupka, dveh različnih razvojnih stadijev (blastule in gastrule), smo za 
krajši in daljši čas (1 ura in 24 ur) izpostavili nizkim (10-10 M in 10-11 M) in visokim (10-6 M 
in 10-8 M) koncentracijam retinojske kisline (RA) in primerjali fenotipske spremembe z 
zarodki iz kontrolne skupine. Predvidevali smo, da bo učinek dodane RA na razvoj 
izpostavljenih blastul in gastrul različen in odvisen od koncentracije RA ter dolžine 
izpostavitve RA. Naredili smo tudi histološko analizo zarodkov in ličink po izpostavitvi v 
visoke koncentracije RA (10-6 M in 10-8 M), saj je bil njihov razvoj najbolj prizadet, in jih 
primerjali s kontrolnimi zarodki.  
Razvoj zarodkov španskega pupka v kontroli skupini smo primerjali z opisanim razvojem 
za omenjeno vrsto po Shi in Boucaut (1995). Razhajanje, ki smo ga opazili je bila hitrost 
razvoja, saj je razvoj v našem primeru potekal pri nekoliko višji temperaturi. Opazili smo 
tudi nekaj nepravilnost v razvoju pri kontroli (pri 7,5 % zarodkov), ki so bile podobne 
nepravilnostim pri zarodkih izpostavljenih RA. Nepravilnosti so se izražale v počasnejšem 
razvoju, krajši telesni osi, manjši glavi, napihnjenem perikardu in napihnjenem trebušnem 
delu. Razvojne nepravilnosti so lahko odraz slabše kakovosti jajčec zaradi nepravilne 
prehrane in/ali slabih razmer v ujetništvu, in se običajno pojavijo v mrestu z večjim številom 
jajčec. Tudi vpliv starosti samic ni zanemarljiva, saj sta samici stari najmanj 15 let. Na nižje 
preživetje ličink v kontroli skupini je vplival tudi kanibalizem med ličinkami, ki pa je bil v 
enaki meri prisoten tudi pri ostalih izleglih ličinkah, ki so bile med razvojem izpostavljene 
RA. V izogib kanabalizmu je ustrezna gojitev ličink, ki se že samostojno prehranjujejo, v 
ločenih posodah. 
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Ugotovili smo, da ima RA v koncentraciji 10-6 M letalne učinke pri 24 urni izpostavitvi 
blastul in gastrul, kot tudi pri krajši enourni izpostavitvi gastrul, saj v tem času potekajo 
intenzivne interakcije med celicami za organizacijo zarodnih plasti in telesnih osi. Enourna 
izpostavitev RA v razvojnem stadij blastule na razvoj zarodkov ni učinkovala. Zarodki 
izpostavljenih blastul 10-6 M RA za 24 ur so v obdobju sedmih dni postopoma poginili. Imeli 
so odprt anteriorni ali posteriorni nevropor, glava in srce se nista oblikovala, telesna os je 
ostala kratka, hrbtna guba pa nizka in valovita, trebušni del je bil napihnen, kavdalni konec 
pa izraziteje pigmentiran. Zarodki, ki so bili v razvojnem stadiju gastrule izpostavljeni 10-6 
M RA za 1 uro in 24 ur, so v primerjavi z blastulami preživeli od 14 dni do 1 meseca. V 
obeh primerih so se razvojne nepravilnosti odražale v nepravilnem razvoju glave, ki je bila 
majhna in v posteriornem delu širša, ter z očmi brez leče (RA 1 ura) ali pa se glava ni 
oblikovala (RA 1 ura in 24 ur), imeli so slabo razvite ali pa zelo obsežne vendar slabo 
razvejane škrge (RA 1 ura), balanserji se niso oblikovali (RA 1 ura in 24 ur), imeli so odprt 
anteriorni ali pa posteriorni nevropor ter kratko telesno os z nizko in valovito hrbtno gubo 
(RA 24 ur), ali pa povečano hrbtno gubo (RA 1 ura), ukrivljen rep (RA 1 ura), edem telesa 
(RA 1 ura in 24 ur), počasnejši razvoj brstov za okončine (RA 1 ura in 24 ur), močnejša 
pigmentiranost kavdalnega konca (RA 1 ura in 24 ur) in slabša pigmentiranost telesa (RA 1 
ura). V obdobju gastrulacije ima RA največji učinek pri koncentraciji 10-6 M in izpostavitvi 
za 24 ur. 
 
Učinek RA na razvoj zarodkov v koncentraciji 10-8 M je bil zelo raznolik. Pri enourni 
izpostavitvi blastul RA ni bilo vidnih razvojnih motenj, v manjši meri so se razvojne 
nepravilnosti odražale pri zarodkih gastrul pri 1 urni izpostavitvi RA in blastul po 24 urni 
izpostavitvi RA. Zarodki gastrul, ki so bile 24 ur izpostavljene 10-8 M RA, pa so imeli 
številne in variabilne razvojne nepravilnosti. Imeli so nepravilnem razvoj glave, ki je bila 
spredaj ožja in v posteriornem delu široka, prizadet je bil razvoj oči (kikolopija, popolna 
odsotnost oči, mikroftalmija, kolobomija), škrge so bile obsežne, dolge in nepopolno 
razvejane, balanserji se niso oblikovali, razvoj čeljusti pa je bil nepopolen. Telesna os je bila 
krajša, rep ukrivljen, razvoj brstov za okončine pa hitrejši od kontrole. Slabša je bila tudi 
pigmentiranost. Zarodki so preživeli od 14 dni do 1 meseca. 
 
Ugotovili smo da, nizke koncentracije RA (10-10 M in 10-11 M) večinoma niso motile 
nadaljnjega razvoja. Manjše število zarodkov je imelo počasnejši razvoj v primerjavi s 
kontrolo, v trebušnem delu so se pojavile bule, ki pa so ščasoma izginile. Imeli so tudi krajšo 
telesno os in ukrivljen trup ter kratko dorzalno gubo. V redkih primerih so bile nepravilnosti 
letalne, saj so imeli odprt anteriorni ali pa posteriorni nevropor, kot tudi kratko telesno os, 
majhno, kratko in široko glavo ali brez glave, brez oči, pokrnele škrge ali povečane in slabo 
razvejane, napihnjen trebuh in nerazvit repni brst. 
 
Pri težjih oblikah razvojnih malformacij je bila histologija tkiv popolnoma neprepoznavna. 
Strukture, ki so pri normalnem razvoju razvite, so bile pri zarodkih z malformacijami bodisi 
nepravilno nameščene ali pa nepravilno organizirane in celo manjkajoče. Iz literature je 
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poznano, da je najbolj moten razvoj tistih embrionalnih struktur, ki so odvisne od RA 
signalizacije, kar se je izkazalo tudi v našem primeru. Moten je bil razvoj možganov, 
hrbtenjače, srca, oči, hrustancev visceralnega skeleta, škrg, somitov in posledično mišic 
trupa.  
 
Zaključimo lahko, da je učinek RA na razvoj zarodkov španskega pupka (Pleurodeles waltl) 
odvisen od koncentracije RA, razvojnega stadija zarodka in dolžine izpostavitve RA, kar je 
v skladu z našimi pričakovanji. Razvojne nepravilnosti so se pojavile pri visokih 
koncentracijah RA (10-6 M in 10-8 M) in so letalne pri 24 urni izpostavitvi zarodkov RA v 
koncentraciji 10-6 M. Čeprav enourna izpostavitev blastul 10-6 M RA ne vpliva na nadaljnji 
razvoj, pa so zarodki izpostavljenih gastrul imeli razvojne nepravilnosti, saj v tem času 
potekajo intenzivne interakcije med celicami za organizacijo zarodnih kličnih plasti in 
telesnih osi. Izpostavljenost zarodkov med gastrulacijo 10-8 M RA za 24 ur vodi v številne 
in raznolike malformacije, saj so bili zarodki izpostavljeni RA tudi med celotno nevrulacijo, 
ko se oblikuje zasnova za centralni živčni sistem in poteka zgodnja diferenciacija tkiv za 
organe. Zarodki španskega pupka so odličen modelni organizem za tovrstne študije, saj je 
njegov razvoj podrobno opisan, nezahtevno pa je tudi njihovo vzdrževanje in rokovanje. Ker 
imajo sekvenciran genom in transkriptom so možne tudi molekularno-genetske analize, ki 
jih sicer naša magistrska naloga ne vključuje, smo pa material arhivirali. Z hibridizacijo in 
situ bi lahko raziskali izražanje genov vpletenih v razvojne nepravilnosti, z uporabo sond bi 
lahko raziskali inhibitorno delovanje RA na ključne gene med razvojem.  
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